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(57) Abstract: The invention relates to various embodiments of a kit for simultaneous, qualitative and/or quantitative detection 
of a plurality of analytes, comprising a sensor platform consisting of a thin-layered optical wave guide with a layer (a) which is 
transparent at least at one excitation wavelength on a layer (b) which is also transparent at least at the same excitation wavelength, 
having a lower refraction index than layer (a), and at least one lattice structure (c) modulated in layer (a); in addition to at least one 
array of biochemicaJ or synthetic detector elements immobilized on layer (a) and disposed in discrete measuring areas (d) either 
directly or by means of an adhesion promoting layer. Said detector elements are used for specific detection and/or bonding of said 
anayltes and/or specific interaction therewith. The inventive kit also contains means for local resolution referencing of the excitation 
light intensity present in the measuring areas in addition to, optionally, means for calibrating at least one luminescence produced as 
a result of bonding between one or several analytes or as a result of the specific interaction with one or several analytes in the near 
field of layer (a). A liquid sample in which the analytes are to be examined is brought into contact, either directly or after mixing 
it with other reagents, with the measuring areas on the sensor platform. The invention also relates to analytic systems based on the 
inventive kit, methods which are conducted in order to detect one or several analytes and the use thereof. 



O (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft verschiedene AusfUhrungsformen eines Kits zum gleichzeitigen qualitativen 

Ound/oder quantitativen Nachweis einer Vielzahl von Analyten, umfassend: eine Sensorplattfonn umfassend einen optischen 

. DUnnschichtwellenleiter mit einer bei mindestens einer AnregungswellenlMnge transparenten Schicht (a) auf einer 

^ [Fortsetzung auf der nachsten SeiteJ 
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bei mindestens dieser AnregungswellenlMnge ebenfalls transpaienten Schicht (b) mit niedrigerem Brechungsindex als Schicht (a) 
und mindestens einer in der Schicht (a) modulierten Gitterstraktur (c) zur Einkopplung besagten Anregungslichts in die Schicht 
(a); mindestens ein Array von in diskreten Messbereichen (d) direkt auf oder iiber eine Haftvermittlungsschicht auf der Schicht (a) 
immobilisierten biologischen oder biochemischen oder synthetischen Eikennungselementen zur spezifischen Erkennung und/oder 
Bindung besagter Analyten und/oder spezifischen Wechselwirkung mit besagten Analyten; Voikehrangen zur ortsaufgelQsten Ref- 
erenziening der in den Messbereichen verfttgbaien Ariregungslichtintensitat sowie gegebenenfalls; Vdikehnmgen zur Kalibration 
einer oder mehrercr infolge der Bindung eines oder mehrerer Analyten oder infolge der spezifischen Wechselwirkung mit einem 
Oder mehieren Analyten im Nahfeld der Schicht (a) erzeugten Lumineszenzen, wobei eine auf besagte Analyten zu untersuchende 
flilssige Probe entweder direkt oder nach Mischung mit weiteren Reagentien mit besagten Messbereichen auf besagter Sensorplat- 
tform in Kontakt gebracht wird. Die Erfindung betrifft auch auf dem erfindungsgemassen Kit basierende analytische Systeme sowie 
damit durchgefUhrte Verfahrcn zum Nachwcis eines oder mehrerer Analyten und deren Verwendung. 
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Kit und Verfahren zur Multianalytbestimmung 

Die Erfindung betrifft verschiedene Ausfiihnmgsf ormen eines Kits zum gleichzeitigen 
qualitativen und / oder quantitativen Nacbweis einer Vielzahl von Analyten. Die 
Erfindung betrifft auch auf dem erfindungsgemfissen Kit basierende analytische Systeme 
sowie damit durchgefiihrte Verfahren zum Nachweis eines oder mehrerer Analyten und 
deren Verwendung. 

Zur Bestimmung einer Vielzahl von Analyten sind gegenwartig vor allem Verfahren 
verbreitet, in denen in sogenannten Mikrotiteiplatten der Nachweis unterschiedlicher 
Analyten in diskreten Probenbehaltnissen oder ^Wells'' dieser Flatten erfolgt. Am 
weitesten verbreitet sind dabei Flatten mit einem Raster von 8x12 Wells auf einer 
Grundflache von typischerweise ca. 8 cm x 12 cm, wobei zur Fiillung eines einzelnen 
Wells ein Volumen von einigen hundert Mikrolitem erforderlich ist Fiir zahlreiche 
Anwendungen ware es jedoch wtinschenswert, mehrere Analyten in einem einzigen 
Probenbehaltnis, unter Einsatz eines moglichst kleinen Probenvolumens, gleichzeitig zu 
bestimmen. 

In der US-F 5747274 werden Messanordnungen und Verfahren zur Fniherkennung eines 
Herzinfarkts, durch die Bestimmung mehrerer von mindestens drei Herzinfarktmarkem 
beschrieben, wobei die Bestimmung dieser Marker in individuellen oder in einem 
gemeinsamen Probenbehaltnis erfolgen kann, wobei im letzteren Falle, der gegebenen 
Beschreibung folgend, ein einziges Probenbehaltnis als ein durchgehender Flusskanal 
ausgebildet ist, dessen eine Begrenzungsflache beispielsweise eine Membran bildet, auf 
der AntikSiper fOr die drei verschiedenen Marker inmiobilisert sind, Es gibt jedoch keine 
Hinweise auf eine Bereitstellung von mehreren derartigen Probenbehaltnissen oder 
FlusskanSlen auf einem gemeinsamen TrSger. Ausserdem werden keine geometrischen 
Angaben fiber die GrSssen der Messflfichen g^geben. 
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In den WO 84/01031, US-P 5807755, US-P 5837,551 und US-P 5432,099 wird die 
Immobilisierang fOr den Analyten spezifischer Erkennuagselemente in Fbnn Ideiner 
"Spots" mit teilweise deuflich unter 1 mxr^ Hache auf festen TrSgprn vorgeschlagen, urn 
durch Bindung eines nur kleinen Teils vorhandener Analytmolekule eine nur von der 
Inkubationszeit abhSngige, aber - in Abwesenheit eines kontinuierlichen Flusses - vom 
absoluten Probenvolumen im wesentlichen unabhangige Konzentrationsbestimmung des 
Analyten vomehmen zu kSnnen. Die in den zugehorigen Ausfiihrungsbeispielen 
beschriebenen Messanordnungen beruhen auf Ruoreszenznachweisen in konventionellen 
Mikrotiteiplatten. Dabei werden auch Anordnungen beschrieben, in denen Spots von bis 
zu drei unterschiedlichen fluoreszenzmarkierten Antikorpem in einem gemeinsamen 
Mikrotiterplattenwell ausgemessen werden. Den in diesen Patentschiiften dargelegten 
theoretischen tJberlegungen f olgend, wSre eine Minimierung der SpotgrOsse 
wiinschenswert Limitierend wirke jedoch die minimale SignalhShe, die vom 
Untergrundsignal unterschieden werden k5nne. 

Zur Erreichung tieferer Nachweisgrenzen sind in den vergangenen Jahren zahlreiche 
Messanordnungen entwickelt worden, in denen der Nachweis des Analyten auf dessen 
Wechselwirkung mit dem evaneszenten Feld beruht, welches mit der Lichtleitung in 
einem optischen Wellenleiter verbunden ist, wobei auf der Oberflache des Wellenleiters 
biochemische oder biologische Erkennungselemente zur spezifischen Erkennung und 
Bindung der Analytmolekule immobilisiert sind. 

Koppelt man eine Lichtwelle in einen optischen Wellenleiter ein, der von optisch 
dunneren Medien, d.h. Medien mit niedrigerem Brechungsindex, umgeben ist, so wird sie 
durch Totaheflexion an den Grenzflachen der wellenleitenden Schicht gefiihrt. In die 
optisch dunneren Medien tritt dabei ein Bruchteil der elektronoagnetischen Energie ein. 
Diesen Anteil bezeichnet man als evaneszentes oder quergedampftes Feld. Die Starke des 
evaneszenten Pbldes ist sehr stark abhangig von der Dicke der wellenleitenden Schicht 
selbst sowie vom Verhaitnis der Brechungsindices der wellenleitenden Schicht und der 
sie umgebenden Medien. Bei diinnen Wellenleitem, d. h. Schichtdicken von derselben 
Oder niedrigerer Dicke als der zu fiihrenden WellenlSnge, kSnnen diskrete Moden des 
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geleiteten lichts unterschieden werden. Derartige Verfahren haben den Vorteil, dass die 
Wechselwirkung mit dem Analyten auf die Eindringdefe des evaneszenten Feldes ins 
angrenzende Medium, in der Grossenordnung von einigen hundert Nanometem, 
beschrankt ist und Storsignale aus der Tiefe des Mediums weitgehend vermieden werden 
kSnnen. Die ersten yorgeschlag^nen derartigen Messanordnungen beruhten auf hoch 
multimodalen, selbsttragenden Enschichtwellenleitem, wie beispielsweise Fasem oder 
Piattchen aus transparentem KunststolBf Oder Glas, mit Starken von einigen hundert 
Mikrometem bis zu mehreren Millimetem. 

Zur Verbesserung der Empfindlichkeit und gleichzeitig einfacheren Herstellung in 
Massenfabrikation wurden planare DQnnschichtwellenleiter vorgeschlagen. Bin planarer 
Dunnschichtwellenleiter besteht im einfachsten Fall aus einem Dreischichtsystem: 
Tragermaterial, wellenleitende Schicht, Superstrat (bzw. zu untersuchende Probe), wobei 
die wellenleitende Schicht den hochsten Brechungsindex besitzt. ZusStzliche 
Zwischenschichten konnen die Wirkung des planaren Wellenleiters noch verbessem. 

Es sind verschiedene Verfahren fiir die Einkopplung von Anregungslicht in einen 
planaren Wellenleiter bekannt Die am fruhesten benutzten Verfahren beruhten auf 
Stimflachenkopplung oder Prismenkopplung, wobei zur Verminderung von Reflexionen 
infolge von Luftspalten im allgemeinen eine Flussigkeit zwischen Prisma und 
Wellenleiter aufgebracht wird. Diese beiden Methoden sind vor allem in Verbindung mit 
Wellenleitem relativ grosser Schichtdicke, d. h. insbesondere selbsttragenden 
Wellenleitera, sowie bei einem Brechungsindex des Wellenleiters von deutlich unter 2 
g^ignet. Zur Einkopplung von Anregungslicht in sehr diinne, hochbrechende 
wellenleitende Schichten ist demgpgeniiber die Verwendung von Koppelgittem eine 
wesentlich elegantere Methode. 

Mit dem Begriff "Lumineszenz" wird in dieser Anmeldung die spontane Emission von 
Photonen im ultravioletten bis mfiraroten Bereich nach optischer oder nichtoptischer, wie 
beispielsweise elektrischer oder chemischer oder biochemischer oder thermischer 
Anrcgung, bezdchnet. Beispielsweise sind Chemilumineszenz, Biolumineszenz, 
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Elektrolumineszenz und insbesondere Fluoreszenz und Phosphoreszenz unter dem 
Begriff •TLumineszenz" mit eingeschlossen. 

Zur Erreichung sehr tiefer Nachweisgrenzen erscheinen lumineszenzbasierende 
Methoden aufgrund grosserer Selektivitat der Signalerzeugung besser geeignet als solche 
Methoden, welche auf einer Anderung des effektiven Brechungsindex beruhen (wie 
beispielsweise Gitterkoppler-Sensoren oder Verfaliren basierend auf 
Oberfiachenplasmonenresonanz). Dabei ist die Lumineszenzanregung auf die 
Eindringtiefe des evaneszenten Feldes in das optisch diinnere Medium, also auf die 
uninittelbare Umgebung des wellenleitenden Bereichs mit einer Eindringtiefe ins 
Medium in der Grossenordnimg von einigen hundert Nanometem, beschrankt. Dieses 
Prinzip wird evaneszente Lumineszenzanregung genannt 

Mittels hochbrechender Diinnschichtwellenleiter, in Kombination mit 
Lumineszenzdetektion, basierend auf einem nur einige hundert Nanometer diinnen 
wellenleitenden Film auf einem transparenten Tragermaterial, konnte in den letzten 
Jahren die Empfindlichkeit deutlich gesteigert werden. Beispielsweise wird in der WO 
95/33197 eine Methode beschrieben, in der das Anregungslicht fiber ein Reliefgitter als 
di£Graktives optisches Element in den wellenleitenden Film eingekoppelt wird. Die 
Obeiflache der Sensorplattfonn wird mit einer den Analyten enthaltenden Probe in 
Kontakt gpbracht, und die isotrop abgestrahlte Lumineszenz in der Eindringtiefe des 
evaneszenten Feldes befindlich^ ImnineszenzfShiger Substanzen wird mittels geeigneter 
Messvorrichtungen, wie zum Beispiel Photodioden, Photomultiplier oder CCD-Kameras, 
gemessen. Es ist auch moglich, den in den Wellenleiter riickgekoppelten Anteil der 
evaneszent angeregten Strahlung fiber ein dif&aktives optisches Element, zum Beispiel 
ein Gitter, auszukoppeln und zu messen. Diese Methode ist zum Beispiel in der WO 
95/33198 beschrieben. 

Ein Nachteil aller oben im Stand der Technik, insbesondere in der WO 95/33197 und der 
WO 95/33198, beschriebenen Verfahren zur Detektion evaneszent angeregter 
Lumineszenz mit Diinnschichtwellenleitem liegt jedoch darin, dass auf der als 
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homogpner Film ausgebildeten Sensorplattform jeweils nur eine Probe analysiert werden 
kann. Um weitere Messungen auf derselben Sensoiplattfonn durchflihren zu kbnnen, sind 
jedesmal aufwendige Wasch- bzw. Reinigungsschritte notwendig. Dieses gilt 
insbesonders, wenn ein von der ersten Messung verschiedener Analyt detektiert werden 
soil. Ln Falle eines Inmiunoassays bedeutet dieses im allgemeinen, dass die gesamte 
immobilisierte Schicht auf der Sensorplattform ausgetauscht oder gldch eine nene 
Sensorplattform als ganzes yerwendet werden muss. Insbesondere konnen also keine 
gleichzeitigen Bestimmungen mehrerer Analyten durchgefBhrt werden. 

Zur gleichzeitigen oder aufeinanderfolgenden Durchfllhrung von ausschliesslich 
lumineszenzbasierenden Mehrf achmessungen mit im wesentlichen monomodalen, 
planaren anorganischen Wellenleitem sind, z. B. in der WO 96/35940, Vorrichtungen 
(Arrays) bekannt geworden, in denen auf einer Sensorplattform wenigstens zwei 
getrennte wellenleitende Bereiche angeordnet sind, die getrennt mit Anregungslicht 
beaufschlagt werden. Die Aufteilung der Sensoiplattform in getrennte wellenleitende 
Bereiche hat allerdings nachteilig zur Folge, dass der Platzbedarf fiir diskrete 
Messbereiche, in diskreten wellenleitenden Bereichen auf der gemeinsamen 
Sensorplattform, relativ gross ist und daher nur eine verhaltnismassige geringe Dichte 
unterschiedlicher Messbereiche (oder sogenannter '^features") erreicht werden kann. 

Die Verwendung des Begriffs "rSumlich getrennter Messbereiche" oder "diskreter 
Messbereiche" im Sinne der vorliegenden Erfindung wird im spateren Abschnitt zur 
Beschreibung der vorliegenden Erfindung genauer definiert. 

In d^ WO 98/22799 werden neben einer Vielzahl weiterer Vorrichtungen fiir die 
Ausgestaltung von ProbenbehSltnissen fOr Messanordnungen zur Bestimmung d^ im 
.evaneszenten Fbld eines planaren Wellenleiters angeregten Lumineszenz auch solche 
Vorrichtungen vorgeschlagen, welche der Fbrm bekannter Mikrotiterplatten entsprechen. 
Die Bestunmung mehrerer Analyten durch Bindung an verschiedene innerhalb eines 
einzelnen ProbenbehSflltnisse immobiliserte Erkennungelemente ist jedoch auch hier nicht 
vorgesehen. 
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In der US 5525466 und US 5738992 wird ein optischer Sensor, basierend auf 
Huoreszenzanregung im evaneszenten Feld eines selbstragender Multimode- 
Wellenleiters, vorzugsweise faseroptischer Art, beschrieben. Enkopplung von 
Anregungslicht und Auskopplung von in den Multimode-Wellenleiter riickgekoppeltem 
Flnoreszenzlicht erfolgen tiber Stimfiachenein- und -auskopplung. Das dabei detektierte 
Huoreszenzsignal zumAnaiytnachweis ergibt sich auf grund des Funktionsprinzips 
solcher Multimode-Wellenleiter als ein einziger integraler Wert flir die ganze mit der 
Probe wechselwirkende Hache. Vorwiegend zur Normalisierung der Signale, 
beispielweise zur Beriicksichtigung von signalverandemden Oberflachendefekten, sind 
auf der Sensoroberflache neben den biochemischen oder biologischen 
Erkennungselementen zur spezifischen Erkennung und Bindung eines nachzuweisenden 
Analyten fluoreszente Referenzmaterialien co-immobilisiert. Auf grund des zugrunde 
liegenden Sensorprinzips ist jedoch keine ortsaufgeloste, sondem nxir eine auf den 
einzelnen, integralen Messwert wirkende Nonnalisierung moglich. Folgiicli kann auch 
der Nachweis unterschiedlicher Analyten nur mittels Verwendung von Labeln 
unterschiedlicher Anregungswellenlangen oder sequentiell, nach Entfemung 
vorangehend gebundener Analyten, erfolgen. Aus diesen Griinden erscheinen diese 
Anordnungen, zusanunen mit dem beschriebenen Referenzierungsverfahren, fiir den 
gleichzeitigen Nachweis einer Vielzahl von Analyten gar nicht oder nur wenig geeignet. 

In der US 5631170 und in der EP-A-093613 werden verschiedene Methoden zur 
Referenzierung, insbesondere fur Sensoren basierend auf Huoreszenzanregung im 
evaneszenten Feld optischer Wellenleiter, diskutiert. In der EP-A-093613 wird eine 
Methode zur Referenzierung im Nachbargebiet zum **Messbereich" beschrieben. 
Insbesondere wird hierin die Notwendigkeit betont, auf einer Sensorplattform Referenz- 
und Mefisignale aus den gleichen Bereichen (auf dem Sensor) ru verwenden. Als eine 
mOgliche Realisierung werden Mnetische (zeitaufgelSste) Messungen genannt, da die 
Kinetik der Analy tbindung nicht abhSngig ist von den physikalischen 
WeUenleiterparametem und mOglichen Defekten, welche sich lokal auf die Signale 
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auswirken. Als nachteilig fiir die kinetische Methode witd jedoch deren Abhangigkeit 
von ausseren Parametem wie Temperatur und ViskosiSt der individuellen Probe benannt 
In d©r US 5631 170 wird die Referenzierung mittels co-immobilisierter Fluorophore 
beschiieben, welche ein von der Analytkonzentration unabhSngiges Referenzsignal 
erzeugen. Es wird bevorzugt, dass die spezifischen Erkennungselemente zur 
Analytbindimg und die zur Referenzierung eingesetzten co-immobilisierten Fluorophore 
in statistischer Mschung auf der Sensorplattform vorliegen. Weiterhin wird anhand des 
Ausfuhrungsbeispiels einer "Capillary-RU-Device" (CFD) eine Methode zur simultanen 
Kalibration vorgestellt, indem (beispielsweise in einem kompetitiven Assay-Format) in 
lokalen Zonen der CFD zusatzUch zur Probe bekannte Mengen des Analyten eingesetzt 
werden, beispielsweise indem sie durch Zugabe der Probe aus (beispielsweise der 
Sensoroberflache gegeniiberliegenden) dafur vorgesehenen Reagentienbehaltnissen 
gelSst werden. 

In der WO 97/35181 werden Verfahren zur gleichzeitigen Bestimmung einer oder 
mehrerer Analyten beschrieben, indem in einem im Wellenleiter ausgebildeten **Well" 
Patches mit unterschiedlichen Erkennungselementen auf gebracht sind, welche mit einer 
einen oder mehrere Analyten enthaltenden Probenlosung kontaktiert werden. Zu 
Kalibrationszwecken werden gleichzeitig Losungen mit definierten Analytkonzen- 
trationen in weitere Wells mit gleichartigen Patches gegeben. Als Beispiel werden je 3 
Wells (zur Messung mit Kalibrationslosungen niedriger und hoher Analytkonzentration 
sowie der aktuellen Probe) mit diskreten und von Patch zu Patch verschiedenen 
immobilisi^ten Erkemiungselementen zur gleichzeitigen Bestimmung mehrerer Analyten 
vorgestellt Hinweise auf ortsaufgelSste Referenzierungen werden nicht gegeben. 

In Analytical Chemistry, Vol. 71 (1999), 4344 - 4352 wird em Multianalyt-hnmunoassay 
auf einem Silicium-Nittid-Wellenleiter vorgestellt Es werden bis zu drei Analyten 
gleichzeitig, auf drei kanalfBrmig ausgebildeten Erkennungsbereicheh (Messbereichen) 
mit jeweils unterschiedlichen biologischen Erkennungselementen, beschrieben. Analyten 
und Tracer-AntikSrper werden als Mschung in eine die drei Messfelder tiberdeckende 
Probenzelle gegeben. Der Background wird jeweils zuvor mit einer spezifisch dafur 
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hergestellten LGsung ohne Analyt gemessen. Aus der Beschreibung ist nicht ersichtlich, 
ob die Background-Bestimmimg ortsaufgelost oder smnmarisch fur die verschiedenen 
Messbereiche durchgefUhrt wird. Da eine Regenerierung der Sensoiplattfonn nicht 
vorgenommen wird, miissen zur Erstellung einer Kalibrationskurve eine Vielzahl von 
Enzelmessungen niit immer wied^ neuen Sensorplattfonnen durchgefuhrt werden. 
Dieses, durch die nur geringe Anzahl von Messfeldem auf einer Sensoiplattfonn sowie 
durch das Assay-Design bedingte Vorgehen^^ 

Genauigkeit durch die V^wendung unterschiedlicher Sensorplattfonnen VOTingert wird 
und die Dauer des Verfahrens sich deutlich verlangert. 

In Analytical Chemistry, Vol. 71 (1999), 3846 - 3852 wird ebenfalls ein Multianalyt- 
Assay zur gleichzeitigen Bestimmung dreier verschiedener Analyten vorgestellt Als 
Beispiel gleichzeitig zu bestimmender Analyten aus den Gruppen Bakterien, Viren und 
Proteine werden Bacillus globigii, MS2-Bakteriophagen und "Staphylococcal 
enderotoxin B" benutzt, wobei in jeweils zwei zueinander parallelen Reihen (Kanalen) 
Antikorper gegen diese Analyten auf einem als (selbstragendem Multimode-) 
Wellenleiter dienendem Glasplattchen inimobilisiert wurden. In dem nachfolgend 
beschriebenen Multianalyt-Assay wird eine Husszelle mit zu den immobiUsierten Reihen 
von Erkennungselementen gekreuzten Fliesskanalen auf das Glasplattchen aufgesetzt. 
Die Sandwich-Immunoassays werden unter sequentieller Zugabe von Waschlosung 
(Puffer), Probe mit einem oder mehreren Analyten, Waschlosung (Puffer), Tracer- 
Antikorper (einzehi oder als Cocktail) und Waschlosung (Puffer) durchgefuhrt. Die lokal 
gemessenen Fluoreszenzmtensitaten werden korrigiert mittels Subtraktion des neben den 
Messfeldem beobachteten Hintergrundsignals. Hmweise auf eine Beriicksichtigung 
lokaler Variationen der Anregungslichtintensitat werden auch hier nicht gegeben. Auch 
diese Anordnung ermSgJicht jedoch nicht, eine ganze Messreihe zur gleichzeitigen 
Bestimmung mehr^er Analyten, zusammen mit den notwendigen Kalibrationen, 
durchzuflihien, sondem erfordert dafOr entweder die Verwendung mehrerer 
verschiedener Sensotplattformen oder repetitive, sequentielle Messungen auf einer 
Plattform mit zwischenzeiflicher Regenerierung, was besonders im Falle von 
Immunoassays in vielen Fallen nur m begrenztem Umfang moglich ist 
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In BioTechniques 27 (1999), 778 - 788 wird eine Anordnung von 96 Wells mit jeweils 4 
Arrays aus 36 Spots (d.h. insgesamt 144 Spots pro Well) auf der Grandflache einer 
Standard-Mikrotiterplatte (ca. 8 cm x 12 cm), zur Bitwicklung von EUSAs (Enzyme- 
Linked Immunosorbent Assays) basierend auf Mikroarrays, vorgestellt. Fiir Zwecke 6ex 
Positionierung sowie der Kontrolle der Wu:ksamkeit der eingesetzten Reagentien beim 
enzymatischen Detektionsschritt des Assays mittelsZugabe von fluoreszentem "AlkaKne 
phosphatase substrate" (ELF®) werden von den 6x6 Arrays jeweils eine Reihe und eine 
Spalte fiir "biotinylierte BS A-Marker" reserviert. - Diese Anordnung deutet zwar eine 
MogUchkeit zu einer deutlichen Erhohung des Durchsatzes rait klassischen Assays 
(ELISAs) an, die demonstrierte Empfmdlichkeit (13.4 ng/ml rabbit IgG) erscheint jedoch 
unbefriedigend. 

Zusammenfassend ist.festzustellen, dass bis jetzt keine gemeinsame Losung der 
folgenden Aufgabenstellungen bereitgestellt wurde, die fur einen schnellen 
hochempjBndlichen gleichzeitigen Nachweis einer Vielzahl von (d. h. drei Oder mehr) 
Analyten bestehen: 

- Gleichzeitige Bestimmung mehrerer Analyten auf einer Sensorplattform mit 
Nachweisgrenzen im pikomolaren Bereich 

- Moglichst einfache Assay-Durchfiihrung zur Minimienmg der Anforderungen 
an die Fluidik (z. B. durch gleichzeitige Zugabe von Mischungen aus einer 
Probe mit mehreren nachzuweisenden Analyten und mehreren Tracer- 
Molekiilen) 

- 5rtlich aufgQloste Referenzierung zwecks Beriicksichtigung von Srtlichen 
Variationen der Anregungslichtintensitat 

- Gegebenenfalls gleichzeitige Durchflihrung von Kalibrationsmessungen auf 
derselben Sensorplattform. 

Gegenstand der Erfindung ist ein Kit zum gleichzeitigen qualitativen und / oder 
quantitativen Nachweis einer Vielzahl von Analyten, umf assend 
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- eine Sensorplattfonn umfassend einen optischen Diinnschichtwellenleiter mit 
einer bei mindestens einer Anregungswelleniange transparenten Schicht (a) 
auf einer bei mindestens dieser Anregungswelleniange ebenfalls transparenten 
Schicht (b) mit niedrigerem Brechungsindex als Schicht (a) und mindestens 
einer in der Schicht (a) modulierten Gitterstmktur (c) zur Einkopplung 
besagten Anregungslichts in die Schicht (a), 

- mindestens ein Array von in diskreten Messbereichen (d) direkt auf oder fiber 
eine Haftvermittlungsschicht auf der Schicht (a) immobilisierten biologischen 
Oder biochemischen oder synthetischen Erkennungselementen zur 
spezifischen Erkennung und / oder Bindung besagter Analyten und / oder 
spezifischen Wechselwirkung mit besagten Analyten, 

- Vorkehrungen zur ortsaufgelosten Referenzierung der in den Messbereichen 
verfugbaren Anregungslichtintensitat sowie gegebenenf alls 

- Vorkehrungen zur Kalibration einer oder mehrerer infolge der Bindung eines 
oder mehrerer Analyten oder infolge der spezifischen Wechselwirkung mit 
einem oder mehreren Analyten im Nahfeld der Schicht (a) erzeugten 
Lumineszenzen, 

wobei eine auf besagte Analyten zu untersuchende flussige Probe entweder direkt oder 
nach Mischung mit weiteren Reagentien mit besagten Messbereichen auf besagter 
Sensorplattfonn in Kontakt gebracht wird. 

Mit dem erfindungsgemassen Kit kann die beschriebene Problemstellung gelost werden. 
Uberraschend wurde dabei festgestellt, dass es, unter Verwendung eines 
erfindungsgemassen Kits, moglich ist, in MuManalyt-Assays* zur gleichzeitigen 
Beslimmung mdirerer Analyten in einer Probe, eine ahnlich hohe Empfindlichkeit und 
Reproduzierbaikeit zu erzielen wie bisher in einer entsprechenden Anzahl von 
Einzelassays zum Nachweis der individuellen Analyten. 

Im Sinne der vorliegenden Erfindung soUen rSumlich getrennte oder diskrete 
Messbereiche (d) durch die geschlossene Mche definiert werden, die dort immobilisierte 
biologische oder biochemische oder synthetische Erkennungselemente zur Erkennung 
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eines Analyten aus einer fliissigen Probe einnehmen. Diese Flachen konnen dabei eine 
beliebige Geometrie, beispielsweise die Form von Punkten, Kreisen, Rechtecken, 
Dreiecken, EUipsen oder Unien, haben. 

Unter dem Begrifif "optische Transparenz" wird nachfolgend verstanden, dass das dutch 
diese Bigenschaft gekennzeichnete Material zumindest bei einer oder mehreren zur 
Anregung einer Oder mehrerer Luimneszenzen bem 
weitgehend transparent und damit absorptionsfirei sein soUte. 

Bei einer gegebenen ScMchtdicke der optisch transparenten Schicht (a) ist die 
Empfindlichkeit einer erfindungsgemassen Anordnung um so grosser, je hoher der 
Unterschied des Brechungsindex der Schicht (a) zu den Brechungsindices der 
umgehenden Medien ist, d.h, je hoher der Brechungsindex der Schicht (a) ist. Es wird 
bevorzugt, dass der Brechungsindex der ersten optisch transparenten Schicht (a) grosser 
als 1.8 ist 

Eine weitere wichtige Anforderung an die Eigenschaften der Schicht (a) besteht darin, 
dass die Ausbreitungsverluste darin gefuhrten Lichts moglichst niedrig sind. Es wird 
bevorzugt, dass die erste optisch transparente Schicht (a) ein Material aus der Gruppe von 
Ti02, ZnO, Nb205,Ta205, Hf02, oder ZrOa, besonders bevorzugt aus TiOa oder TqqOs 
oder Nb205 umfasst. Es k5nnen auch Kombinationen mehrerer derartiger Materialien 
verwendet werden. 

Bei gegebenem Material der Schicht (a) und gegebenem Brechungsindex ist die 
Empfindlichkeit bis zu einem unteren Grenzwert der Schichtdicke umso grosser, je 
geringer die Schichtdicke ist. Der unteie Grenzwert wird bestinunt dutch den Abbruch 
det Lichtleitung bei Unterschreiten eines von der WellenlSnge des zu fiihrenden Lichts 
abhSngigen Werts sowie einem zu beobachtenden Anstieg der Ausbreitungsverluste bei 
sehr diinnen Schichten mit weiterer Schichtdickenabnahme. Es ist von Vorteil, wenn das 
Produkt aus der Dicke der Schicht (a) und ihrem Brechimgsindex ein Zehntel bis ein 
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Ganzes, bevorzugt ein Drittel bis zwei Drittel, der Anregungswellenian^ eines in die 
Schicht (a) einzukoppelnden Anregungslichts betrSgt 

Die optisch transparente Schicht (b) soUte absorptions- und fluoreszenzarm, im Idealfall 
absorptions- und fluoreszenzfrei sein. Ausserdem sollte die Oberfiachenrauhigkeit 
niedrig sein, da sich die Oberflachenrauhigkeit der Schicht (b) bei Abscheidung einer 
weiteren Schicht (a) mit hfiherem Brechungsindex, welche als wellenleitende Schicht 
vorgesehen ist, in Abhangigkeit vom Abscheidungsprozess in mehr oder minder starkem 
Masse auf die Oberflachenrauhigeit der Schicht (a) auswirkt. Eine erh5hte 
Oberflachenrauhigkeit an den Grenzschichten der Schicht (a) fiihrt zu erhohten 
Streuverlusten des gefuhrten lichts, was jedochunerwiinscht ist. Diese Anforderungen 
werden durch eine Reihe von Materialien erfiiUt Es wird bevorzugt, dass das Material 
der zweiten optisch transparenten Schicht (b) Silikate, z. B. Glas oder Quarz, oder einen 
transparenten thermoplastischen oder spritzbaren Kunststoff, beispielsweise aus der 
Gruppe unrfasst, die von Polycarbonat, Polyimid, Acrylat, insbesondere 
Polymetihiylmethacrylat, oder Polystyrol gebildet wird. 

Es wird bevorzugt, dass in der Schicht (a) modulierte Gitterstrukturen (c) eine Periode 
von 200 nm - 1000 nm aufweisen und ihre Modulationstiefe 3 bis 100 run, bevorzugt 10 
bis 50 ran betragt. Dabei wird bevorzugt, dass das Verhaltnis von Modulationstiefe zur 
Dicke der ersten optisch transparenten Schicht (a) gleich oder kleiner als 0,4 ist 

Die Gitterstruktur kann in verschiedener Form gestaltet sein. Es wird bevorzugt, dass die 
Gitterstruktur (c) ein Reliefgitter mit belieWgem Profil, beispielsweise mit Rechteck-, 
Dreieck- oder halbkreisformigem Profil, oder ein Phasen- oder Volumen^tter mit einer 
periodischen Modulation des Brechungsindex in der im wesentlichen planaren optisch 
transparenten Schicht (a) ist. 

In einer Ausfiihrungsform der Anordnung wird bevorzugt, dass die Gitterstruktur (c) ein 
diffirakdves Gitter mit einer einheitlichen Periode ist. 
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Far bestimmte Anwendungen, beispielsweise um gleichzeitig Anregungslicht 
unterschiedlicher Wellenlange einzukoppeln, kann es jedoch von Vorteil sein, wenn die 
Gitterstruktur (c) ein multidif&aktives Gitter ist. 

Fiir bestinunte AusfOhrungsfonnen wird bevorzugt, dass die Gitterstruktur (c) cine 
senkrecht oder parallel zur Ausbreitungsrichtung des in die optisch transpaiente Schicht 
(a) eingekoppelten AnregungsUchts ranmlich variierende Periodiziat aufweist 

Fiir eine Vielzahl von Ausfuhnmgsformen wird bevorzugt, dass die Sensorplattform 
gleichformige, unmodulierte Bereiche der Schicht (a) unifasst, welche vorzugsweise in 
Ausbreitungsrichtung des iiber eine Gitterstruktur (c) eingekoppelten und in der Schicht 
(a) gefuhrten AnregungsUchts angeordnet sind. 

Generell gilt, dass Gitterstrukturen (c) der Einkopplung von Anregungslicht zu den 
Messbereichen (d) und / oder der Auskopplung von in die Schicht (a) riickgekoppeltem 
Lunoineszenzlicht dienen konnen. In genereller Form wird die Sensorplattform daher eine 
Vielzahl von Gitterstrukturen (c) gleicher oder unterschiedlicher Periode mit optional 
daran anschliessenden gleichformigen, unmodulierten Bereichen der Schicht (a) auf 
einem g^meinsamen, durchgehenden Substrat umfassen. 

In den Assay-Applikationen mit einem erfindungsgemassen Kit ist es im allgemeinen 
vorteilhaft, ein geeignetes Anregungslicht iiber eine Gitterstruktur (c) einzukoppeln, an 
welche sich in Ausbreitungsrichtung des eingekoppelten imd in der Schicht (a) gefiihrten 
Lichts ein unmodulierter Bereich der Schicht (a) mit einer darauf befindlichen Vielzahl 
von Messbereichen in einem Array anschliesst, auf denen der Nachweis der 
verschiedenen Analyten ^olgt. Daran wird sich in der Ausbreitungsrichtung des 
gefUhrten lichts vorteilhaft eine weitere Gitterstruktur mit einem dahinter befindlichen 
weiteren Array von Messbereichen anschliessen etc. Nach Durchlaufen eines 
unmodulierten Bereichs wird das in der Schicht (a) geflihrte licht jeweils wieder 
ausgekoppelt. In der zur Ausbreitungsrichtung des gefiihrten Lichts senkrechten Richtung 
(d.h. parallel zu den Gitterlinien) werden sich weitere Arrays von Messbereichen 
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anschliessen. Daher wird bevorzugt, dass jedem in Ausbreitungsrichtung des 
eingekoppelten AnregungsUchts nachfolgenden Array von Messbereichen eine fUr dieses 
Array spezifische Gitterstruktur (c) zur Auskopplung dieses AnregungsUchts zugeordnet 
ist, wobei senkrecht zur Ausbreitungsrichtung des eingekoppelten AnregungsUchts die 
Gitterstrukturen spezifisch fiir einzelne Arrays ausgebildet sein kSrmen oder sich auch 
fiber die ganze Sensorplattform in dieser Richtung erstrecken kOnnen. Dieses bedeutet 
also, dass das Einkoppelgitter eines in Ausbreitungsrichtung eines in der Schicht (a) einer 
Sensorplattform gefuhrten AnregungsUchts nachfolgenden Arrays als Auskoppelgitter fOr 
das am Einkoppelgitter des in besagter Ausbreitungsrichtung vorangehenden Arrays 
eingekoppelte AnregungsUcht dient. 

Fiir bestimmte Anwendungen, beispielsweise fiir den Einsatz von 2 oder mehr 
Lumineszenzlabeln mit unterschiedUchen AnregungsweUenlangen, ist es von Vorteil, 
wenn die Sensorplattform eine tJberlagerung von 2 oder mehreren Gitterstrukturen 
unterschiedUcher Periodizitat mit zueinander paralleler oder nicht paraUeler, 
vorzugsweise nicht paralleler Ausrichtung der GitterUnien umf asst, welche der 
Einkopplung von AnregungsUcht unterschiedUcher WeUenlange dient, wobei im FaUe 
von 2 fiberlagerten Gitterstrukturen deren GitterUnien vorzugsweise senkrecht zueinander 
ausgerichtet sind. 

Die Unterteilung der Sensorplattform in Bereiche mit darin ausgebildeten 
Gitterstrukturen und sich daran anschUessenden unmoduUerten Bereichen bedeutet fur 
die Anwendungi dass der Platzbedarf fiir ein einzehies Array von Messbereichen 
zwischen aufemander folgenden Gitterstrukturen (einschUessUch mindestens euier 
zugeordneten Gitterstruktur) ein gewisses Minimum nicht unt^schreiten kann, welches^ 
bei den gegenwSrtigen technischen MSgUchkeiten zur Erzeugung der Gitterstrukturen 
sowie zur Einkopplung eines geeigneten AnregungsUchtbundels in der GrSssenordnung 
von etwa 0.1 mm^ bis 1 mm^ Uegt. Daher ist es insbesondere fiir Anordnungen, in denen 
eine Vielzahl jeweils Heinflachiger Arrays erwiinscht ist, von Vorteil, wenn eine 
Gitterstruktur (c) oder eine tTberlagerung mehrerer Gitterstrukturen in der Schicht (a) im 
wesentUchen fiber die gesamte FlSche der Sensorplattform moduUert ist. 
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In einer speziellen Fbnn der Brfindung wird bevorzugt, dass auf der Sensorplattfonn 
optisch Oder mechanisch ericennbare Mariderungen zur Erieichtenmg der JustiOTing in 
einem optischen System und / oder zur Verbindung mit Probenbehaltnissen als Teil eines 
analytischen Systems aufgebracht sind. 

Sofem eine Eigenfluoreszenz der Schicht (b) nicht auszuschliessen ist, insbesondere 
wenn diese aus einem Kunststoff wie beispielsweise Polycarbonat besteht, oder auch um 
den Einfluss der OberflSctienrauhigkeit der Schicht (b) anf die Lichtieitung in der Schicht 
(a) zu vermindem, kann es von VorteU sein, wenn zwischen den Schichten (a) und (b) 
eine Zwischenschicht aufgebracht ist. Daher besteht eine weitere Ausflihrungsform der 
erfindungsgemassen Anordnung darin, dass sich zwischen den optisch transparenten 
Schichten (a) und (b) und in Kontakt mit Schicht (a) eine weitere optisch transparente' 
Schicht (b') mit niedrigerem Brechungsindex als dem der Schicht (a) und einer Starke 
von 5 nm - 10000 nm, vorzugsweise von 10 nm - 1000 nm, befindet. 

Die einfachste Form der Immobilisierung der biologischen oder biochemischen oder 
synthetischen Erkennungselemente besteht in physikalischer Adsorption, beispielsweise 
infolge hydrophober Wechselwirkungen zwischen den Erkennungselementen und der 
Gmndplatte. Diese Wechselwirkungen konnen jedoch durch die Zusammensetzung des 
Mediums und dessen physikalisch-chemische Eigenschaften, wie beispielsweise Polaritat 
und lonenstarke, in ihrem Ausmass stark verBndert werden. Insbesondere im Falle 
sequentieller Zugabe verschiedener Reagentien in einem mehrstufigen Assay ist das 
Haftvermogen der Erkennungselemente nach rein adsorptiver Immobilisierung auf der 
Oberfiache oft unzureichend. In einer bevorzugten Form des erfindungsgemassen Kits 
wird das HaftvermSgpn dadurch verbessert, dass zur Immobilisierung biologischer oder 
biochemischer oder synthetischer Erkennungselemente auf der Sensorplattfonn eine 
Haftvermittlungsschicht (f) aufgebracht ist. Die Haftvermittlungsschicht kann dabei auch, 
insbesondere im Falle zu immobilisierender biolo^scher oder biochemischer 
Erkennungselemente, der Veibesserung der ^'Biokompatibilitatf * dienen, d.h. der 
Erhaltung der Bindungs3hi^eit, im Vergleich zu deren Ausmass in natOrlicher 
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biologischer oder biocheimscher Umgebung, und insbesondere der Venneidung einer 
Denaturierung. Es wird bevorzugt, dass die Haftvermittlungsschicht (f) eine Starke von 
weniger als 200 nra, vorzugsweise von weniger als 20 nm, hat Fur die Herstellung der 
Haftvermittlimgsschicht eignen sich eine Vielzahl von Materialien. Ohne jegliche 
EinschrSnkung wird bevorzugt, dass die Haftvermitdungsschiclit (f) eine oder mehrere 
chemische Verbindungen aus den Gruppen lunf asst, die Silane, Epoxide, 
funktionalisierte, geladene oder polare Polymere und "selbstorganisierte passive oder 
fimklionalisierte Mono- oder Doppelschichten*' umfassen. 

Bin weiterer wesentlicher Aspekt des erfindungsgemSssen Kits ist, dass die biologischen 
oder biochemischen oder synthetischen Erkennungselemente in rSumlich getrennten 
Messbereichen (d) immobilisiert sind. Diese rSumlich getrennten Messbereiche (d) 
konnen durch rSumlich selektive Aufbringung von biologischen oder biochemischen oder 
synthetischen Erkennungselementen auf der Sensorplattform erzeugt werden, Fiir die 
Aufbringung eignen sich eine Vielzahl bekannter Verfahren. Ohne Beschrankung der 
Allgemeinheit wird bevorzugt, dass zur Aufbringung der biologischen oder 
biochemischen oder synthetischen Erkennungselemente auf der Sensorplattform eines 
oder mehrere Verfahren verwendet werden aus der Gxuppe von Verfahren, die von "Ink 
jet spottmg", mechanischem Spotting mittels StifU Feder oder Kapillare, "micro contact 
printing", fluidischer Kontaktierung der Messbereiche mit den biologischen oder 
biochemischen oder synthetischen Erkennungselementen durch deren Zufuhr in 
parallelen oder gekreuzten Mikrokanalen, unter Einwirkung von Druckunterschieden 
oder elektrischen oder elektromagnetischen Potentialen, sowie photochemischen und 
photolithographischen Immobilisierungsverfahren gebildet werden. 

Als besagte biologische oder biochemische oder synthetische Erkennungselemente 
k6nnen Komponenten aus der Gruppe aufgebracht werden, die von NukleinsSuren 
(beispielsweise DNA, RNA, Oligonukelotiden) oder Nukleinsaure-Analogen (z,B. PNA), 
mono- Oder polyldonalen AntikSipem, Aptameren, synthetischen Peptidstruktuien, 
ISslichen, membrangebundenen und aus einer Membran isolierten Proteinen wie 
beispielsweise Rezeptoren, deren liganden, Antigenen fiir Antik&iper, "HBstidin-Tag- 
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Komponenten" und deren Komplexbildungspartnem, dutch chemische Synthese 
erzeugten Kavit^ten zur Aufhahme molekularer Imprints, gebildet wird. Es ist auch 
vorgesehen, dass als biologische oder biochemische oder synthetische 
Erkennungselemente ganze Zellen, Zellbestandteile, Zellmembranen oder deren 
Eragmente aufgebracht werden. 

- Eine weitere spezielle Form des erfindungsgemSssen Kits besteht darin, dass die Dichte 
der in diskreten Messbereichen immobilisierten Erkennungselemente zum Nachweis 
unterschiedlicher Analyten auf unterschiedlichen Messbereichen so ausgewahlt ist, dass 
die Luraineszenzsignale beim Nachweis verschiedener Analyten in einem gemeinsamen 
Array von gleicher Grossenordnung sind, d.h., dass die zugehorigen Kalibrationskurven 
fur die gleichzeitig durchzufuhrenden Analytbestinmiungen ohne eine Anderung der 
optoelektronischen Systemeinstellungen aufgenommen werden konnen. 

Fur verschiedene Anwendungen wird bevorzugt, dass Arrays von Messbreichen 
aufgeteilt sind in Segmente von ein oder mehrereren Messbereichen zur Bestimmung von 
Analyten und Messbereichen zur Referenzierung, d.h. Bestinimung physikalischer 
Parameter und / oder chemischer Unterschiede zwischen verschiedenen aufgebrachten 
Proben. Dabei konnen ein oder melirere Arrays Segmente von zwei oder mehr 
Messbereichen mit iimerhalb des Segments gleichartigen biologischen oder 
biochemischen oder synthetischen Erkennungselementen zur Analytbestimmung oder 
Referenzierung umfassen. Ein Segment kann aber auch mehrere diskrete Messbereiche 
mit voneinander unterschiedlichen Erkennungselementen enthalten. 

Eine mSgliche Ausfiihrungsfonn des eifindungsgemassen Kits ist dadurch 
gekennzeichnet, dass ein oder mehrere Segmente eines Arrays oder ein oder mehrere 
Arrays der Bestimmung von Analyten aus einer gemeinsamen Gruppe, wie 
beispielsweise mit immobilisierten Anti-Zytokm-Antikorpem zur Bestimmung 
unterschiedlicher Zytokine, zugeordnet sind. In ghnlicher Weise kdimen ein oder mehrere 
Segmente eines Arrays oder ein oder mehrere Arrays der gleichzeitigen Bestimmung 
eines ganzen Satzes so^nannter '"Markerproteine" dienen. Beispielsweise kdnnen dieses 
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intra- und / oder extrazellulSr vorkommende kSrpereigene Proteine sein, welche infolge 
und als Anzeichen verschiedener Krankheiten, wie beispielsweise degenerative 
Erkrankungpn, bestiinmte Krebsformen oder Autoinununerkrankungen, beispielsweise in 
erhohter Konzentration auftreten. 

(Jblicherweise wird ein zu immobilisierendes Erkennungselement zum Nachweis eines 
Analyten so ausgewahlt, dass es fiir die Erfcennung und Bindung des besagten Analyten 
eine mQglichst hohe Spezifizitat und Bindungsaffinitat und gegenuber andeien, 
m5glicherweise (bio)chemisch Shnlichen Analyten eine moglichst geringe 
Kreuzreaktivitat aiifweist Fiir bestimmte Anwendungen, beispielsweise beim Nachweis 
niedermolekularer Verbindungen in der Immunoanalytik oder beim Nachweis von 
Einzelpunktmutationen in der Nukleinsaurenanalytik, ist eine Kreu2xeaktivitat zu den 
(bio)chemisch ahnlichsten Verwandten des betreffenden Analyten kaum auszuschliessen. 
Fiir derartige Anwendungen kann eine solche Ausfiihrungsform des erfmdungsgemfesen 
Kits vorteilhaft sein, in denen ein oder mehrere Messbereiche eines Segments oder eines 
Arrays der Bestimmung desselben Analyten zugeordnet sind und deren immobilisierte 
biologische oder biochemische Erkennungselemente unterschiedlich hohe Affinitaten zu 
besagtem Analyten aufweisen. Die Erkennungselemente sind dabei zweckmassigerweise 
so ausgewahlt, dass sich ihre Affinitaten zu verschiedenen, einander (bio)chemisch 
ahnlichen Analyten in unterschiedlicher, charakteristischer Weise andem. Aus der 
Gesamtheit der Signale von verschiedenen Messbereichen mit unterschiedlichen 
Erkennungselementen fiir einen einzelnen Analyten lasst sich dann, in vergleichbarer 
Weise zu einem Fing^rabdruck, die Identitat des Analyten bestinunen. 

Erne andere Ausfiihrungsform ist dadurch gekennzeichnet, dass ein oder mehrere 
Segmente eines Arrays oder ein oder mehrere Arrays der Bestunmung unterschiedlicher 
Gruppen von Analyten, wie beispielsweise phannazeutischer Praparate ('Drugs") zur 
Behandlung einer Kraiddieit und / oder derer Metaboliten und / oder der 
Nachweissubstanzen fOr diese Krankheit, wie beispielsweise sogenannter 
**Maricerproteine", zugeordnet sind. 
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Hieraus ergibt sich die Mfiglichkeit, in einer einzigen Messung die Konzentration eines 
ganzen Satzes von *Markerproteinen", wie oben eriautert, und die Konzentration von zur 
Behandlung einer &:ankheit verabreichten Praparaten und von deren Abbauprodukten zu 
bestimmen. Aus diesen Kombinationsmoglichkeiten ergibt sich ein hohes Potential 
beispielsweise zur Beschleunigung der phannazeutischen Produktentwicklung oder der 
Patientenstratifikation zur Bestimmung einer optimalen prSparativen Behandlung. 

Far bestimmte Anwendungen, in denen beispielsweise ftagen der Reproduzierbarkeit der 
Ergebnisse mit einer Vielzahl von Arrays auf einer gemeinsamen Sensorplattfonn im 
Vordergrund stehen, ist es vorteilhaft, dass zwei oder mehr Arrays eine gleichardge 
geometrische Anordnung von Messbereichen und / oder Segmenten von Messbereichen 
fur die Bestinmmng gleichartiger Analyten auf diesen Arrays aufweisen. 

In anderen Applikationen ist es wesentlich, die Einflusse systematischer Fehler auf die 
Ergebnisse zu mininiieren, wie sich diese beispielsweise durch eine Replikation 
gleichartiger Strukturen auf einer gemeinsamen Sensorplattform ergeben konnen. 
Beispielsweise hierfur kann es von Vorteil sein, dass zwei oder mehr Arrays eine 
unterschiedliche geometrische Anordnung von Messbereichen und / oder Segmenten von 
Messbereichen fur die Bestimmung gleichartiger Analyten auf diesen Arrays aufweisen. 

Der erfindungsgemasse Kit mit einer Vielzahl von Messbereichen in diskreten Arrays, 
von denen ihrerseits eine Vielzahl auf einer gemeinsamen Sensorplattform angeordnet 
sein kann, bietet die MogUchkeit, dass unter Einsatz relativ geringer Mengen von 
Probelosungen, Reagentien oder gegebenenfalls KalibrationslSsungen auf ein- und 
derselben Plattform, unter weitestgehend identischen Bedmgungen, auch viele Arten von 
Duplikadonen oder Mehrfachausfuhrungen gleichartiger Messungen durchgefiihrt 
werden k5nnen. Damit k5nnen beispielsweise in einer einzigen Messung statistische 
Daten erzeugt werden, woflir herkSmmlich^iveise eine Vielzahl von Einzelmessungen 
mit entsprechend langerer Gesamt-Messzeit und hoherem Verbrauch an Proben- und 
Rea^ntienmengen erforderlich ist Es whd bevorzugt, dass fOr den Nachweis jedes 
Analyten oder zur physikalischen oder chemischen Referenzierung jeweils 2 oder mehr 
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identische Messbereiche innerhalb eines Segments oder Arrays vorgesehen sind. Dabei 
konnen beispielsweise besagte identische Messbereiche in einer durchgehenden Reihe 
Oder Spalte Oder Diagonalen eines Arrays oder Segments von Messbereichen angeordnet 
sein. Die Aspekte der Referenzierung konnen physikalische oder chemische Parameter 
der Sensorplattform betreffen, wie beispielsweise lokale Unterschiede der 
Anregungslichtintensitat (siehe hierzu auch weiter unten), als auch Einfliisse der Probe, 
wie beispielsweise deren pHJonenstarke,Brechungsmdex,Temperato . 

Fiir andere Applikationen kann es aber auch vorteilhaft sein, wenn besagte identische 
Messbereiche statistisch innerhalb eines Arrays oder Segments von Messbereichen 
angeordnet sind. 

Die immobilisierten Erkennungselemente smd im allgemeinen so ausgewShlt, dass sie 
mit mSglichst hoher Spezifiziat den nachzuweisenden Analyten erkennen und binden. Im 
allgemeinen ist jedoch zu erwarten, dass auch eine unspezifische Anlagerung von 
Analytmolekiilen an die Oberflache der Grundplatte stattiBndet, insbesondere wenn 
zwischen den in den Messbereichen immobilisierten Erkennungselemente noch reaktive 
Freistellen vorhanden sind. Es wird daher bevorzugt, dass Bereiche zwischen den 
rSumlich getreimten Messbereichen zur Minimierung unspezifischer Bindung von 
Analyten oder deren Nachweissubstanzen "passiviert werden*', d.h. dass zwischen den 
raumlich getrennten Messbereichen (d) gegenuber dem Analyten "chemisch neutrale" 
Verbindungen aufgebracht sind, vorzugsweise beispielsweise bestehend aus den 
Gruppen, die von Albuminen, insbesondere Rinderseruinalbumin oder 
Humanserumalbimiin, Casein, unspezifischen, polyklonalen oder monoklonalen, 
artfremden oder empirisch fiir den oder die nachzweisenden Analyten unspezifischen 
Antikorpem (insbesondere fiir Immunoassays), Detergentien - wie beispielsweise Tween 
20 nicht mit zu analysierenden Polynukleotiden hybridisierender, fragmentierter 
natOrlicher oder syntbetischer DNA, wie beispielsweise ein Extrakt von Herings- oder 
Lachssperma (insbesondere fiir Polynukleotid-Hybiidisierungsassays), oder auch 
ungeladenen, aber hydrophilen Polymeren, wie beispielsweise Polyethylenglycole oder 
. Dextrane, gebildet werden. 
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Wio vorangehend beschrieben, ist fiir viele, wenn nicht sogar die Mehrzahl von 
Applikationen eine solche Ausfuhrungsform des erfindungsgemassen Kits von Vorteil, in 
denen eine Haftvennitdungsschicht vor der Immobilisierung der biologischen oder 
biochemischen oder synlhetischen Erkennunsgelemente auf der Sensorplattform 
aufgebracht wurde. Dabei wetden solche Ausfuhnmgsformen bevorzugt, welche dadurch 
gekennzeichnet sind, dass die Funktion der Passivierung von Bereiehen zwischen den 
raumlich getrennten Messbereichen zur Minimierung unspezifischer Bindung von 
Analyten oder deren Nachweissubstanzen durch die Aufbringung besagter 
Haftvennitflungsschicht auf der Sensorplattform, ohne Aufbringung zusatzlicher 
Substanzen» erfiillt wird. 

Der erfindungsgemasse Kit kann eine sehr grosse Anzahl einzelner Messbereiche 
umf assen. Es wird bevorzugt, dass in einer 2-dimensionalen Anordnung bis zu 100 000 
Messbereiche angeordnet sind und ein einzelner Messbereich eine Hache von 0.001 - 6 
mm^einnimmt. 

Weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine Ausfuhrungsform des erfindungsgemassen 
Kits, in der die Oberseite der Sensorplattform mit den darauf erzeugten Messbereichen 
iiber der optisch transparenten Schicht (a) mit einem weiteren Korper derart 
zusammengebracht ist, dass zwischen der Sensorplattform als Grundplatte und besagtem 
Korper eine oder mehrere r^umliche Aussparungen zur Erzeugung eines oder mehrerer 
gegeneinander fluidisch abgedichteter Probenbehaltnisse erzeugt werden, in denen 
jeweils ein oder mehrere Messbereiche oder Segmente oder Arrays von Messbereichen 
liegen. Als besagter mit der Sensorplattform zusammenzubringender Korper werden 
dabei erfindungsgemass nicht nur selbsttragende Strukturen verstanden, sondem auch 
beispielsweise aufgetragene strukturierte Beschichtungen von gegebenfalls nur einigen 
Afikrometem StSrke, die, unter den Verwendungsbedingungen des Kits, ein Ubertreten 
von Fliissigkeit von in einem so erzeugten (in diesem Fall typischerweise offenen) 
Frobenbehaltnis in ein benachbartes Probenbehaltnis verhindem. 
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Bine andene Ausfiihrungsfonn ist dadurch gefcennzeichnet, dass die ProbenbehSltnisse als 
gegeneinander fluidisch abgedichtete Russzellen mit jeweils mindestens einem Zulauf 
und mindestens einem Ablauf ausgebildet sind und gegebenenfalls zusatzlich mindestens 
ein Ablauf jeder Husszelle in ein mit dieser Flusszelle fluidisch verbundenes Reservoir 
fiihrt, welches aus der Flusszelle austretende Hiissigkeit aufnimmL 

Vorteilhafterweise ist dabei das gegebenenfalls zusStzlich vorhandene Reservoir zur 
Aufhahme aus der Flusszelle austretender FlQssigkeit als eine Vertiefung in der 
Aussenwand des mit der Sensorplattform als Grundplatte zusammengebrachten KSrpers 
ausgebildet. 

Piir die Erzeugung der raumlichen Aussparungen zwischen der Sensorplattform als 
Grundplatte und dem damit zusammengebrachten Korper gibt es dabei verschiedene 
techmsche Moglichkeiten. In einer moglichen Anordnung sind auf der Sensorplattform 
als Grundplatte raumliche Strukturen im Raster des Arrays der zu erzeugenden 
Flusszellen ausgebildet Diese Strukturen auf der Grundplatte konnen beispielsweise die 
Wande oder Teile der Wande, wie beispielsweise Sockel, zwischen den neben- und 
hintereinander angeordneten Flusszellen bilden, welche durch Zusammenbringen der 
Grundplatte mit einem entsprechend geformten Korper erzeugt werden. Urn das Array 
von Flusszellen zu erzeugen, ist es auch moglich, dass zur Erzeugung der raumlichen 
Aussparungen zwischen der Sensorplattform als Grundplatte und dem damit 
zusammengebrachten Korper Ausnehmungen in der Sensorplattform ausgebildet sind. 

Eine weitere Ausfiihrungsform besteht darin, dass zur Erzeugung der Aussparungen 
zwischen der Grundplatte und dem damit zusammengebrachten Korper Ausnehmungen 
in besagtem Korper ausgebildet sind. Fiir diese Ausfiihrungsform wird bevorzugt, dass 
die Grundplatte im wesentlichen planar ist 

Der tnit der Gundplatte zusammenzubringende Korper zur Erzeugung des Arrays von 
Flusszellen karai aus einem dnzigen Werkstiick bestehen. Eine andere Ausfiihrungsfonn 
besteht daiin« dass der mit der Grundplatte zusammengebrachte Kdtp^ aus mehreren 
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Teilen zusammengesetzt ist, wobei die zusammengefugten Bestandteile besagten Korpers 
vorzugsweise eine irreversibel zusammengefiigte Einheit bilden. • 

Es wird bevorzugt, dass der mit der Grundplatte zusammeagebrachte K6rper 
hilfsweiseVorkebrungen umfasst, welche das Zusammenfiigen besagten K5rpers und der 
Grundplatte erleichtem. 

Die Anordnung umfasst vorzugsweise eine VielzaU, d. h. 2 - 2000 Probenbehaltnisse, 
bevorzugt 2 - 400, besonders bevorzugt 2 - 100 Probenbehaltnisse. 
Beispielsweise fiir Anwendungen, in denen die Zugabe der Proben und / oder 
zusMtzlicher Reagentien direkt durch einen Dispenser erfolgen soil, wird bevorzugt, dass 
die Probenbehaltnisse auf der den Messbereichen gegeniiberliegenden Seite des mit der 
Sensorplattform als Grundplatte zusammen^brachten K5rpers offen sind. 

Bevorzugt wird, dass das Raster (Aufeinanderfolge in Zeilen und / oder Spalten) der 
Probenbehaltnisse dem Raster der Wells einer Standardmikrotiterplatte entspricht. 

Eine weitere Ausfuhrungsform der Anordnung von Probenbehaltnissen als Teil des 
erfindungsgemassen Kits ist dadurch gekennzeichnet, dass sie durch einen zusStzlichen 
Abschluss, beispielsweise eine Folie, Membran oder eineDeckplatte, abgeschlossen 
wird. 

Durch Variation der Grundflachen und der Tiefe der Ausnehmungen kann die 
Auftiahmefahigkeit der Flusszellen in einem weiten Bereich variiert werden, so dass das 
Innenvolumen jedes Probenbehaltnisses typischerweise 0.1 jil - 1000 |il, bevorzugt 1 |il - 
20 \x\ betragt. Dabei konnen die Innenvolumina verschiedener Flusszellen einer 
Anordnung gleich oder unterschiedlich sein. 

Es wird bevorzugt, dass die Tiefe der Ausnehmungen zwischen der Sensorplattform als 
Grundplatte und dem damit zusanunengefQgten Korper 1 - 1000 |im, besonders 
bevorzugt 20 - 200 inm betragt. Die GrSsse der Ausnehmungen eines Arrays kann 
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einheitlich oder unterschiedlich sein, und die Grundfliachen kSimen beliebige, 
vorzugsweise rechteck- oder polygonfSrmige oder auch andere Geometrie haben. Ebenso 
konnen die lateralen Abmessungen der Grundflachen in einem weiten Bereich yariiert 
werden, wobei typischerweise die Grundflachen der Ausnehmungen zwischen der 

2 2 

Grundplatte und dem damit zusammengefiigten KSrpers jeweils 0.1 mm - 200 mm , 
bevorzugt 1 mm^ - 100 mm^ betragen. Es wird bevorzugt, dass die Ecken der 
Grundflachen abgerundet sind. Abgerundete Ecken wirken sich giinstig auf das 
StrSmungsprofil aus und erleichtem die Entfemimg eventuell gebildeter Gasblasen aus 
den Plusszellen bzw. verhindem deien Entstehen. 

Fur die gjeichzeitige Proben- oder Reagentienzugabe zu einer Vielzahl von 
Probenbehaitnissen kOnnen Multikanalpipettoren fiir mannelle oder automatische 
Reagentienapplikation verwendet werden, bei denen die individuellen Rpetten in ein- 
oder zweidimensionalen Arrays angeordnet sind, sofem die Anordnung von 
Probenbehaitnissen als Teil des erfindungsgemassen Kits die Zuiaufe in dem 
entsprechenden Raster aufweist Bevorzugt entspricht daher das Raster 
(Aufeinanderfolge in Zeilen und Spalten) der Anordnung dem Raster der Wells von 
Standardmikrotiterplatten. Als industrieller Standard ist dabei eine Anordnung von 8 x 12 
Wells mit einem (Zentrum-zu-Zentrum) Abstand von ca. 9 mm etabliert. Hiennit 
kompatibel sind kleinere Arrays mit beispielsweise 3, 6, 12, 24 und 48 Wells in gleichem 
Abstand. Es konnen auch mehrere erfindungsgemasse Anordnungen von 
Probenbehaitnissen mit solchen kleineren Arrays von Plusszellen derart zusammengefiigt 
werden, dass die einzehien Zuiaufe besagter Plusszellen in einem ganzzahUgen 
Vielfachen des Abstands von ca. 9 mm angeordnet sind. 

Seit einiger Zeit werden auch Flatten mit 384 und 1536 Wells, als ganzzahligem 
Vielfachen von 96 Wells auf gleicher Grundflache mit ensprechend reduziertem 
Wellabstand, verwendet, welche ebenfalls als Standardmikrotiterplatten bezeichnet 
werden soUen, Durch die Anpassung des Rasters der Probenbehaitnisse der 
erfindungsgemassen Anordnung, mit den Zu- und Abiaufen jedes Probenbehaitnisses, an 
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diese Standards k5imen eine Vielzahl konunerziell eingefiihrter und erhSlflicher Labor- 
Rpettoren und -Roboter fur die Probenzugabe verwendet werden. 

Bevorzugt entsprechen die Susseren Grundabmessungen der Anordnung von 
Probenbehaltnissen, als Teil des erfindungsgemSssen Kits, den Grundabmessungen dieser 
Standard-Mikrotiterplatten. 

Eine weitere spezielle Fom der Erfindung ist eine Anordnung von beispielsweise 2 bis 8 
Probenbehaltnissen als Teil des erfindungsgemassen Kits, mit den vorgangig genannten 
Eigenschaften, in einer Spalte oder beispielsweise 2 bis 12 Probenbehatnissen in einer 
Zeile, welche ihrereseits mit einem Trager ('TMetatrager") mit den Abmessungen von 
Standardmikrotiterplatten derart zusammengefiigt werden, dass das Raster 
(Aufeinanderfolge in Zeilen oder Spalten) der Zulaufe der Probenbehaltnisse dem Raster 
der Wells einer Standardmikrotiteiplatte entspricht. 

Das Zusammenfiigen der Anordnung der Probenbehaltnisse mit dem Metatrager kann 
beispielsweise durch Kleben oder durch genaue Anpassung ohne Kleben erfolgen, wenn 
er fUr den einmaligen Gebrauch vorgesehen ist, oder beispielsweise durch Einklinken 
oder Einschieben in eine geeignet ausgebildete Halterung, wenn er fiir mehrfachen 
Gebrauch vorgesehen ist. Das Material des Metatragers kann, beispielsweise, ausgewahlt 
sein aus der Gruppe, die von form-, spritz- oder frasbaren Kunststoffen, Metallen, 
Silikaten, wie 2xim Beispiel Glas, Quarz oder Keramiken gebildet wird 

Es konnen auch mehrere solche Spalten oder Zeilen von Probenbehaltnissen mit einem 
einzigen derartigen Metatrager so zusammengefiigt werden, dass das Raster 
(Aufeinanderfolge in Zeilen oder Spalten) der Zulaufe d^ Husszellen dem Raster der 
Wells einer Standardmikrotiteiplatte, d. h. einem ganzzahligen Vielfachen von 9 mm 
(entsprechend 96-Well-Platte) oder von 4.5 mm (entsprechend 384-Well-Platte, siehe 
oben) oder von 2.25 mm (entsprechend 1536-WeU-Platfce, siehe oben) entspricht. 
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Die Anordnung von ProbenbehSltnissen kann jedoch selbstv^tSndlich auch in einem 
anderen Raster ausgebildet sein. 

Die Materialien fiir den mit der Sensorplattform als Grundplatte zusammengebrachten 
K5iper und einer gegebenenfalls verwendeten zusatzlichen Deckplatte miissen den 
Anforderungen fiir den jeweils geplanten Einsatz der Anordnung genflgen. In 
Abhangigkeit von der spezifischen Applikation betreffen diese Anforderungen chenusche 
und physikalische BestSndigkeit, zum Beispiel gegen saure oder basische Medien, Sake, 
Alkohole oder Detergentien als Bestandteile von wassrigen LSsungen, oder Fonnaniid, 
Temperaturbestandigkeit (zum Beispiel zwischen -30^C und lOO^'C), moglichst Shnliche 
thermische Ausdehnungskoeffizienten von Grundplatte und damit zusanunengebrachtem 
Korper, optische Eigenschaften (z. B. Huoreszenzfreiheit, Reflexionsvenn5gen). 
mechanische Bearbeitbarkeit etc. Es wird bevorzugt, dass das Material des mit der 
Grundplatte zusammgebrachten Korpers sowie eines optionalen zusatzlichen Abschlusses 
aus derselben Gruppe wie das Material des **Metatragers" ausgewahlt ist. Dabei konnen 
die genannten Komponenten (mit der Sensorplattform als Grundplatte zusammengefiigter 
Korper, Deckplatte) jeweils aus einem einheitlichen Material bestehen als auch eine 
Mischung oder schichtweise oder laterale Zusammenfiigung verschiedener Materialien 
umfassen, wobei die Materialien sich gegenseitig ersetzen konnen. 

Ein ausserst wesentlicher Aspekt der vorliegenden Erfindung kommt den Moglichkeiten 
zur ortsaufgelosten Referenzierbarkeit der verfugbaren Anregungslichtintensitat zu. In 
herkSnunlichen Anordnungen, mit Einstrahlung eines Anregungslichts in einer Auflicht- 
oderTransmissionsbeleuchtung, werden die verfugbaren Anregungslichtintensitaten einer 
beleuchteten Flache im wesentlichen durch die Anregungslichtdichte im Querschnitt des 
Amegungslichtbiindels bestinmit. Lokale Variationen in den Eigenschaften der 
beleuchteten RSche (wie beispielsweise dnem Glaspiattchen) haben hier nur einen 
zweitrangigen Einfluss. In der Anordnung des erfindungsgemSssen Kits jedoch sind 
lokale Variationen der physikalischen Parameter der Sensorplattform, wie beispielsweise 
die Einkoppeleffizienz der Gitterstruktur (c) zur Einkopplung des Anregungslichts in die 
optisch transparente Schicht (a), oder lokale Variationen der Ausbreitungsveriuste eines 
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gpfahrten Modes in der optisch transparenten Schicht (a), von entscheidender Bedeutung. 
Rin weiterer wichtiger Gegenstand der Erfindung sind daher Ausftihrungsformen des 
erlSndungsgemassen Kits, welche dadnrch gekennzeichnet sind, dass die Vorkehrangen 
zur ortsaufgelosten Referenzierung der in den Messbereichen verfiigbaren 
AnregungslichtintensitMt die gleichzeitige oder sequentielle Erstellung eines Bildes des 
von der Sensoiplattform abgestrahlten lichts bei der AnregungswellenlSnge umf assen. 
Hieibei wird vorausgesetzt, dass die Streulichtverluste im wesentlichen proportional zur 
lokal gefiituten Lichtintensitat sind. Die Streulichtverluste werden vorwiegend bestinunt 
durch die Oberflgchenraubigkeit und Homogeni^t der optisch transparenten Schicht (a) 
und des darunter befindlichen Substrats (optisch transparente Schicht (b)). Insbesondere 
ermoglicht diese Art der Referenzierung, eine Reduzierung der lokal verfUgbaren 
Anregungslichtintensitat in dessen Ausbreitungsrichtung zu berucksichtigen, wenn diese 
beispielsweise durch erne Absorption von Anregungslicht durch eine hohe lokale 
Konzentration im evaneszentenTeld der Schicht (a) befindlicher, bei der 
Anregungswellenlange absorbierender Molekule erfolgte. 

Die Annahme der Proportionalitat des abgestrahlten Streulichts zur Intensitat des 
gefiihrten Lichts gilt jedoch nicht an den Stellen, in denen eine Abstrahlung/ 
Auskopplung durch lokale, in Kontakt mit der Schicht (a) stehende makroskopische 
Streuzentren erfolgt. An diesen Stellen ist das abgestrahlte Streulicht deutlich 
iiberproportional im Verhaltnis zum gefiihrten licht. Daher ist es auch vorteilhaft, wenn 
die Vorkehrungen zur ortsaufgelGsten Referenzierung der in den Messbereichen 
verfiigbaren AnregungsUchtintensitat die gleichzeitige oder sequentielle Erstellung eines 
Bildes des von der Sensorplattform abgestrahlten Lichts bei der Lumineszenzwellenlange 
umfassen. Beide Methoden kSnnen selbstverstandlich auch miteinander kombiniert 
werden. Bei der Erstellung eines Referenzbildes sollten unterschiedliche Einflusse der 
Abbildungsoptik auf die Erfassung der Messsignale ausgeschlossen werden. Daher wird 
bevorzugt, dass die Erstellung des Bildes des von der Sensorplattform abgestrahlten 
Anregungslichts fiber denselben optischen Weg wie die Erfassung der von den 
Messbereichen ausg^henden Lumineszenzen ^olgt. 
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Hae andere Ausfiihrungsform ist dadmch gekennzeichnet, dass die Vorkehnmgen zur 
ortsaufgelSsten Referenzierung der in den.Messbereichen verfugbaren 
Amegungslichtintensitat die gleichzeitige oder sequentielle Erstellung eines Bildes des 
von der Sensorplattform abgestrahlten lichts bei einer anderen Anregungswelleniange 
als zur Anregung einer Lumineszenz umfassen. Dabei wird bevorzugt, dass eine solche 
Aniegungswelleniange ausgewShlt wird, bei der im Laufe des V^ahrens zum Nachweis 
eines oder mehrerer Analyten oder zu Zwecken der Referenzierung oder Kalibration - 
eingesetzte Inmineszenzfahige Molekule keine oder nur erne mogUchst geringe 
Absorption aufweisen, so dass Effekte des •*photochemischen Ausbleichens" vermieden 
oder minimiert werden kdnnen. 

Weiterhin wird bevorzugt, dass die Ortsauflosung des Bildes zur Referenzierung des von 
der Sensoplattfonn abgestrahlten Anregungslichts auf der Sensorplattform besser als 100 
[im, bevorzugt besser als 20 |im betragt. Es wird ausserdem bevorzugt, dass die 
Vorkehrungen zur ortsaufgelosten Referenzierung der in den Messbereichen verfugbaren 
Aiuregungslichtintensitat die Bestimmung des Hintergrundsignals bei der jeweiligen 
Lumineszenzwellenlange neben oder zwischen den Messbereichen umfassen. 

Eine bevorzugte Ausfiihrungsform des erfindungsgemassen Kits ist dadurch 
gekennzeichnet, dass die ortsaufgeloste Referenzierung der in den Messbereichen 
verfugbaren Anregungslichtintensitat ndttels "Lumineszenzmarker-Spots", d.h. 
Bestimmung der Lumineszenzintensitat aus Messbereichen mit prairomobilisierten (d Ji, 
vor der Zugabe einer Probe bereits in diesen Messbereichen aufgebrachten) 
lumineszenzmarkierten Molekiilen, erfolgt. Dabei wird bevorzugt, dass die 
"Lumineszenzmarker-Spots" in einem Raster aufgebracht sind, das die ganze 
Sensorplattform iiberspannt. 

Fur die Signaldetektion werden, wie nachfol^nd noch genauer ausgefiihrt, bevorzugt 
ortsauflSsende Detektoren, wie beispielsweise CCT)-Kameras verwendet. Diese sind 
dadurch gekennzeichnet, dass ihre photosensitiven Elemente (Pixels) ein bestimmtes (vor 
allem tfiermisch bedingtes) Hintergrundsignal aufweisen, was die untere Schwelle der 



wo 01/92870 



PCT/EPOl/05995 



29 

Detektion eines lokalen lichtsignals bestimmt, und auch eine Maxixnalkapazi^ 
(Sattigung) zur Detektion hoher lichtintensitaten besitzen, Die Differenz zwischen 
diesen Schwellwerten bestimmt, bei einer vorge^benen Belichtimgsdauer, den 
dynamischen Bereich der Signaldetektion. Lmerhalb dieses dynamischen Bereichs soUten 
sich sowohl die zu erfassenden Lumineszenzsignale zur Analytdetektion als auch die 
Referenzsignale bewegen. Vorteilhaft ist dabei, wenn beide Signale von gleicher 
GxSssenordnung sind, d.h. sich beispielsweise um nicht mehr als ein oder zwei 
Zehneipotenzen unterscheiden. &fiadungsgemass kann dieses beispielsweise dadurch 
errdcht werden, dass die Dichte der lununeszenzmarkierten Molekule innerhalb eines 
'TLumineszenzmarker-Spots" mittels Mischung mit gleichartigen, unmarkierten 
Molekiilen bei der Immobilisierung so ausgewShlt ist, dass die Lumineszenzintensitat aus 
den Bereichen der Lumineszenzmarkerspots von ahnlicher GrOssenordnung wie die 
Lumineszenzintensitat der aus den fur einen Analytnachweis vorgesehenen Messbereiche 
ist 

Die Dichte und Konzentration der lununeszenzmarkierten Molekule innerhalb der 
"Lumineszenzmarker-Spots" innerhalb eines Arrays soUen bevorzugt auf der gesamtem 
Sensorplattform einheitlich sein. 

Bei dieser Art der Referenzierung wird ihre Ortsauflosung wesentlich von der Dichte der 
"Lumineszenzmarker-Spots" innerhalb eines Arrays bzw. auf der ganzen Sensorplattform 
bestimmt. Der Abstand und / oder die Grosse verschiedener 'TJumineszenzmarker-Spots" 
werden vorzugsweise auf die erwunschte Ortsauflosung bei der Bestimmung der 
Lununeszenzintensitaten aus den diskreten Messbereichen abgestimmt. 

Es ist erwiinscht, dass jedes Array auf der Sensorplattform mindestens einen 
'Tjunineszenzniarker-Spot" umfasst. Vorteilhaft ist, wenn es zu jedem Segment von 
Messbereichen zur Bestimmung eines Analyten mindestens einen benachbarten 
'*Lumineszenzmarker-Spot" gibt 
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Rir die geometrische Anordnung der "Lumineszenzmarker-Spots" innerhalb eines Arrays 
bzw. auf der Sensorplattfonn gibt es eine Vielzahl von M6glichkeiten. Beispielsweise 
besteht eine mogliche Anordnung darin, dass jedes Array eine durchgehende Reihe und / 
Oder Spalte von "Dunineszenzanarker-Spots" parallel und / oder senkrecht zur 
Ausbreitungsiichtung des eingekoppelten Anregungslichts, zur Bestmmmng der 
zweidimensionalen Verteilung des eingekoppelten Anregungslichts imBereich besagten 
Arrays, umfasst. 

Es ist vorgesehen, dass die Vorkehrungen zur ortsaufgelosten Referenzierung der in den 
Messbereichen verfQgbaren Anregungslichtintensitgt eine Durcbschnittsbildung iiher 
mehrere ortsaufgelSste Referenzsignale umf assen. 

Bin weiteres wesentliches Merkmal des erfindungsgemassen Kits betrifft Vorkehrungen, 
um in Anwesenheit einer Oder mehrerer Analyten erfasste Lumineszenzsignale zu 
kalibrieren. Eine mogliche AusfUhrungsform besteht darin, dass besagte Vorkehrungen 
zur Kalibration von infolge der Bindung eines oder mehrerer Analyten oder infolge der 
spezUBschen Wechselwirkung mit eiDem oder mehreren Analyten im Nahfeld der Schicht 
(a) erzeugten Lumineszenzen die Zugabe von Kalibrationslosungen mit bekannten 
Konzentrationen der nachzuweisenden Analyten auf eine vorbestimmte Anzahl von 
Arrays umfassen. Beispielsweise ist es moglich, dass 8-12 Arrays einer Sensorplattfonn 
fiir Kalibrationszwecke vorgesehen sind. 

Mit der Vielzahl von Messbereichen auf einer Sensorplattfonn ermoglicht der 
erfindungsgemasse Kit eine weitere, bislaug nicht beschriebene Mogjichkeit der 
Kalibration. Diese besteht darin, dass es im wesentlichen nicht notwendig ist, eine 
Vielzahl von Kalibrationslosungen mit unterschiedUchen, bekannten Konzentrationen auf 
ein Oder mehrere Arrays zu geben, sondem in den fur KaUbrationszwecke vorgesehenen 
Messbereichen die zum Anaiytnachweis eingesetzten biologischen oder biochemischen 
Oder synlhetischen Erkennungselemente in bekannter, aber unterschiedlicher lokaler 
Konzentration zu immobilisieren. Ebenso wie durch Zugabe verschiedener 
KalibrationslSsungen unterschiedlicher Analytkonzentrationen auf ein Array mit 
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Erkennungselementen in einer einzelnen konstanten Immobilisierungsdichte eine 
Kalibrationskurve generiert werden kaim, ist es prinzipiell moglich, eine solche 
Standardkurve, welche die Bindungsakdvit^t und H^ufigkeit der Bindimgsereignisse 
zwischen einem Analyten und seinen Nachweiselementen widerspiegelt, durch Zugabe 
einer einzigen Kalibrationsldsung auf ein Array mit Erkennungselementen in einer 
unterschiedlichen Immobilisieningsdichte zu ^rzeugen. Wesentlich ftir die 
Durcbfiihrbarkeit dieser veieinfachten Art der Kalibration ist, dass das Bindungsverhalten 
zwischen einem Analyten und seinen Erkennungselementen genau bekannt ist, und dass 
die Variation, d,h. die Spannbreite zwischen niedrigster und hSchster 
Immobilisierungsdichte in den fUr einen Analyten vorgesehenen Messbereichen zur 
Kalibration ausreichend ist, urn den gesamten fur die Analytdetektion vorgesehenen 
Arbeitsbereich eines Assays abzudecken. 

Daher ist weiterer Gegenstand der Erfindung ein Kit, welcher dadurch gekennzeichnet 
ist, dass in einem oder mehreren Arrays jeweils mehrere Messbereiche mit dort in einer 
unterschiedlichen, kontrollierten Dichte immobilisierten biologischen dder 
biochemischen oder synthetischen Erkennungselementen zum Nachweis eines fiir diese 
Messbereiche gemeinsamen Analyten vorgesehen sind. Dabei wird besonders bevorzugt, 
dass bei bekannter Konzentrationsabhangigkeit der Bindungssignale zwischen einem 
Analyten und seinen biologischen oder biochemischen oder synthetischen 
Erkennungselementen und einer ausreichend grossen "Variation" dieser in 
unterschiedlicher kontrollierter Dichte in verschiedenen Messbereichen eines Arrays 
immobilisierten Erkennungselemente bereits mittels Zugabe einer einzigen 
Kalibrationslosung zu diesem Array eine Kalibrationskurve fur diesen Analyten erstellt 
werden kann. 

In einer anderen Ausfuhrungsf orm des erfmdungsgemassen Kits sind zum Nachweis 
eines oder mehrerer Analyten jeweils mehrere Messbereiche von unterschiedUcher 
Gr5sse (Durchmesser) vorgesehen. Aufgrund der bekannten Tatsache, dass die zu 
erwartende SignalintensitSt (Signalhdhe pro Flacheneinheit des dafur vorgesehenen 
Messbereichs) mit abnehmender Hache des Messbereichs ansteigt, exmoglicht diese 
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Ausflihrtrngsform eine VergrSssenmg des dynamischen Bereichs zum Nachweis besagter 
Analyten. 

Erfindungsgemass besteht eine weitere Moglichkeit darin, dass ein oder mehrere Arrays 
ein Oder mehrere Messbereiche umf assen, welche dem Nachweis eines zu 
Kalibrationszwecken einer Probe hinzugefugten Analyten mit bekannter Konzentration 
dienen. Diese AusfOhmngsform ist vergleichbar mit der Zugabe von sogenannten 
bekannten Standards in analytischen Trennverfahren. Voraussetzung ist auch bei dieser 
Ausfiihrungsfonn, dass des Bindimgsverhalten zwischen dem zusStzlich zu einer oder 
alien Proben hinzuzufugenden Analyten mid seinen immobilisierten 
Erkennungselementen genau bekannt ist. Dann lassen sich beispielsweise Unterschiede in 
den Bindungssignalen dieses bekannten zusatzlichen Analyten (z.B. infolge von 
Variationen der physikalischen Egenschaften der Probe wie Viskositat etc.) ubertragen 
auf entsprechende Unterschiede im Bindungsverhalten der nachzuweisendeai Analyten in 
imbekannter Konzentration. Insbesondere eignet sich diese Ausfuhrungsform auch zu 
einer Kombination mit der vorangehend beschriebenen Variante. 

Fjn weiteier Gegenstand der Erfindung ist ein analytisches System mit einer beliebigen 
Ausfuhrungsform des erfibtidungsgemassen Kits, dadurch gekennzeichnet, dass es 
zusatzlich mindestens einen Detektor zur Erfassung einer oder mehreier Lumineszenzen 
von der Gitter-Wellenleiter-Struktur umfasst. 

Inbesondere Gegenstand der Erfindung ist ein analytisches System zur Bestimmung einer 
oder mehrerer Lumineszenzen, mit 

- mindestens einer Anregungslichtquelle 

- einem erfindugsgemassen Kit sowie 

- mindestens einem Detektor zur Erfassung des von einem oder mehreren 
Messbereichen (d) auf der Sensorplattform ausgehenden Lichts. 

Eine mogliche Ausfiihrungsfonn des analytisches System ist dadurch gekennzeichnet, 
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dass das Anregungslicht in einer Auflicht- oder Transmissionslichtanordnung zu den 
Messbereichen eingestrahlt wird. 

Es wird bevorzugt, dass die Detefcdon des Lumineszenzlichts derail erfolgt, dass das von 
einer Gitterstruktur (c) oder (c') ausgekoppelte Lumineszenzlicht vom Detektor mit 
erfasst wird. 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform des erfindungsgemassen analytischen Systems ist 
dadurch gekennzeichnet, dass das von d^ mindestens einen Anregungslichtqnelle 
ausgesandte Anregungslicht im wesentlichen parallel ist und unter dem Resonanzwinkel 
zur Einkopplung in die optisch transparente Schicht (a) auf eine in der Schicht (a) 
modulierte Gitterstruktur (c) eingestrahlt wird. 

Eine Moglichkeit besteht darin, dass das Anregungslicht von mindestens einer 
lichtquelle mit einer Aufweitungsoptik zu einem im wesentlichen parallelen 
Strahlenbiindel aufgeweitet wird und unter dem Resonanzwinkel zur Einkopplung in die 
optisch transparente Schicht (a) auf eine grossflachige in der Schicht (a) modulierte 
Gitterstruktur (c) eingestrahlt wird. 

Eine andere mogliche Ausfiihrungsform ist dadurch gekennzeichnet, dass das 
Anregungslicht von der mindestens einen Lichtquelle durch ein oder, im Falle mehrerer 
lichtquellen, gegebenenfalls mehrere diffraktive optische Elemente, vorzugsweise 
Dammann-Gitter, oder refraktive optische Elemente, vorzugsweise Mikrolinsen-Arrays, 
in eine Vielzahl von Einzelstrahlen moglichst gleicher Intensitat der von einer 
gemeinsamen Lichtquelle stammenden Teilstrahlen zerlegt wird, welche jeweils im 
wesentlichen parallel zueinander auf Gitterstrukturen (c) unter dem Resonanzwinkel zur 
Einkopplung in die Schicht (a) eingestrahlt werden. 

Bine Weiterbildung ist dadurch gekennzeichnet, dass ais Anregungslichtquellen zwei 
oder mehrere Lichtquellen mit gleicher oder untrarschiedlicher Emissionswellenlange 
verwendet werden. 
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Es wird bevorzugt, dass zur Detektion mindestens ein ortsauflosender Detektor 
verwendet wird, beispielsweise aus der Gruppe, die von CCD-Kameras, CCD-Chips, 
Photodioden-Arrays, Avalanche-Dioden-Airays, Multichannelplates und Vielkanal- 
Hiotomultipliem gebildet wird. 

Die Erfindung mnf asst analytische Systeme^ die dadurch gekennzeichnet sind, dass 
zwischen der einen oder mehieien Anregungslichtquellen und der Sensoiplattfortn als 
Grundplatte, als Bestandteil eines erfindungsgemassen Kits, und /oder zwisctien besagter 
Grundplatte und dem einen oder mehreren Detektoren optische Komponenten auis d^ 
Gruppe verwendet werden, die von linsen oder linsensystemen zur Formgestaltung der 
iibertragenen Lichtbundel, planaren oder gekriinunten Spiegeln zur Umlenkung und 
gegebenenf alls zusatzlich zur Formgestaltung von lichtbundeln, Prismen zur Umlenkung 
und gegebenenf alls zur spektralen Aufteilung von lichtbiindeln, dichroischen Spiegeln 
zur spektral selektiven Umlenkung von Teilen von Lichtbundeln, Neutralfiltem zur 
Regelung der iibertragenen Lichtintensitat, optischen Filtem oder Monochromatoren zur 
spektral selektiven Ubertragung von Teilen von lichtbundeln oder 
polarisationsselektiven Elementen zur Auswahl diskreter Polarisationsrichtungen des 
Anregungs- oder Lumineszenzlichts gebildet werden. 

Die Lichtanregung kann kontinuierlich erfolgen. Es wird jedoch bevorzugt, dass die 
Einstrahlung des Anregungslichts in Pulsen mit einer Dauer zwischen 1 fsec und 10 
Minuten erfblgt. 

Eine Weiterentwicklung des analytischen Systems ist dadurch gekennzeichnet, dass das 
Emissionslicht aus den Messbereichen zeitlich aufgelost gemessen wird. 

In einer Ausfiihrungsfonn des erfindungsgen^sen analytischen Systems erfolgen 
Einstrahlung und Erfassung des Emissionslichts von alien Messbereichen simultan. Bine 
andere Ausfiihrungsfonn ist dadurch gekenzeichnet, dass die Einstrahlung des 
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Anregungslichts auf und Detektion des Emissionslichts von einem oder mehreren 
Messbereichen sequentiell fOr einzelne oder mehrere Probenbehaltnisse erfolgt 
Es ist auch m5glich, dass innerhalb eines einzelnen ProbenbehSltnisses mehrfach 
sequeBtiell Einstrahlung des Anregungslichts und Detektion des Emissionslichts von 
einem oder mehreren Nfessbereichen erfolgen. 

Bevorzugt wird dabei, dass sequentielle Anregung und Detektion unter Verwendung 
bewegilicher optischer Komponenten erfolgt, die aus der Gruppe von Spiegeln, 
Umlenkprismen und dichroischen Spiegeln gebildet wird. Sequentielle Anregung und 
Detektion kann auch unter Verwendung beweglicher Glasf asem oder GlasfaserbOndel 
erfolgen, mit denen das Anregungs- bzw. Lumineszenzlicht sequentiell einem oder 
mehreren Messbereichen zu- bzw. von ihnen abgefuhrt wird. 

Bei sequentieller Detektion der Lumineszenz von verschiedenen Messbereichen ist ein 
ortsauflosender Detektor nicht zwingend erforderlich, sondem es kann in diesem Falle 
ein einfacher Detektor wie beispielsweise ein herkommlicher PhotomultipUer oder eine 
Photodiode oder eine Avalanche-Photodiode verwendet werden. 

Insbesondere wird bevorzugt, dass sequentielle Anregung und Detektion unter 
Verwendung eines im wesentlichen winkel- und fokusgetreuen Scanners erfolgt 

Eine andere Ausfiihrungsform eines analytischen Systems mit sequentieller Amregung 
und Detektion ist dadurch gekennzeichnet, dass die erfindungsgemasse Anordnung 
zwischen Schritten der sequentiellen Anregung und Detektion bewegt wird. 

Es wird weiterhin bevorzugt, dass das erfindungsgemasse analytische System zusatzlich 
ZufQhrungsmittel umfasst, um die eine oder mehrere Proben mit den Messbereichen auf 
der Sensorplattform in Kontakt zu bringpn. 



wo 01/92870 



PCT/EPOl/05995 



36 

Eue mogliche AusfQhrungsform besteht darin, dass die Probenbehatnisse anf dear von 
der optisch transparenten Schicht (a) abgewandten Seite Of&ungen zur lokal 
addressierten Zugabe oder Entfemung der Proben oder anderer Reagentien besitzen. 

Eine Weit^ntwicklung des analytischen Systems ist dadurch gekennzeichnet, dass 
Behaitnisse fiir Reagentien vorgesehen sind, welche wShrend des Verfahrens zum 
Nachweis des dnen oder mehrerer Analyten benetzt und mit den Messbereichen in 
Kontakt gebracht werden. Eine besondere Ausfuhrungsfonn besteht darin, dass diese 
zusatzlichen Behaitnisse fiir besagte Reagentien in dem mit der Sensorplattfonn als 
Grundplatte zusammenzubringenden Korper angeordnet sind. 

Bin weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum gleichzeitigen qualitativen 
und / oder quantitativen Nachweis einer Vielzahl von Analyten mit einem 
erfindungsgemSssen Kit entsprechend einer der beschriebenen Ausfiihrungsformen und / 
Oder unter Verwendung eines erfindungsgemassen analytischen Systems, dadurch 
gekennzeichnet, dass eine oder mehrere auf besagte Analyten zu imtersuchende fliissige 
Proben mit den Messbereichen auf einer Sensorplattfonn als Teil besagten Kits in 
Kontakt gebracht werden, in ortsaufgeloster Weise die in besagten Messbereichen 
verfugbare Anregungslichtintensitat referenziert wird und gegebenenfalls eine oder 
mehrere im Nahfeld der Schicht (a) erzeugte Lumineszenzen aus den mit besagter Probe 
Oder besagten Proben in Kontakt gebrachten Messbereichen, als Folge der Bindung eines 
Oder mehrerer Analyten an die in besagten Messbereichen immobilisierten biologischen 
Oder biochemischen oder synthetischen Erkennungselemente oder der Wechselwirkung 
zwischen besagten Analyten und besagten immobilisierten Erkennungselementen, 
kalibriert werden. 

Es wird bevoizugt, dass das Anregungslicht zu den Messbereichen fiber die Gitterstruktur 
(c) in die optisch transparente Schicht (a) eingekoppelt wird. 

Eine mOgliche Ausfiihrungsform des erfindungsgprnSssen Verfahrens ist dadurch 
gekennzeichnet, dass die Sensoiplattfoim gleichfSrmige, unmodulierte Bereiche der 
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Schicht (a) uinfasst, welche vorzugsweise in Ausbreitungsrichtung des iiber eine 
Gitterstruktur (c) eingekoppelten und in der Schicht (a) geffihrten Anregungslichts 
angeordnet sind. 

Es wird bevorzugt, dass (1) die isotrop abgestrahlte Lumineszenz oder (2) in die optisch 
transparente Schicht (a) eingekoppelte und tlber Gitterstrukturen (c) ausgekoppelte 
Lumineszenz oder Lumineszenzen beider Anteile (1) xrnd (2) gleichzeitig gemessen 
werden. 

Bestandteil des erfindungsgemSssen Verfahrens ist, dass zur Erzeugung der Lumineszenz 
ein Lumineszenzfarbstoff oder lumineszentes Nanopartikel als Lumineszenzlabel 
verwendet wird, das bei einer Wellenlange zwischen 300 nm und 1100 nm angeregt 
werden kann und emittiert, 

Es wird bevorzugt, dass das Lumineszenzlabel an den Analyten oder in einem 
kompetitiven Assay an einen Analogen des Analyten oder in einem mehrstufigen Assay 
an einen der Bindungspartner der immobilisierten biologischen oder biochemischen oder 
synthetischen Erkennungselemente oder an die biologischen oder biochemischen oder 
synthetischen Erkennungselemente gebunden ist. 

Eine andere Ausfuhrungsform des Verfahrens ist dadurch gekennzeichnet, dass ein 
zweites oder noch weitere Lumineszenzlabel mit gleicher oder unterschiedlicher 
AnregungswellenlSnge wie das erste Lumineszenzlabel und gleicher oder 
unterschiedlicher Emissionswellenlange verwendet werden. 

Pabei wird bevorzugt, dass das zweite oder noch weitere Lumineszenzlabel bei der 
gleichen Wellenlange wie der erste Lumineszenzfarbstoff angeregt werden konnen, aber 
bei and^n WellenlSngen emittieren. 
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Fur andere Anwendunjgen ist es von Vorteil, wenn die Anregungsspektren und 
Emissionsspektren der eingesetzten Lumineszenzf arbstoffe nur wenig oder gar nicht 
tiberlappen. 

Eine Variante des Verfahrens besteht darin, dass zum Nachweis des Analyten Ladungs- 
oder optischer Energietransfer von einem als Donor dienenden ersten 
Ixiinineszenzf arbstoff zu einem als Akzepto^ 
verwendet wird. 

Bine andere mogliche Ansfuhrungsform des Verfahrens besteht darin, dass das Ausmass 
der Loschung ("Quenching") emer oder mehrerer Lumineszenzen bestimmt wird. 

Eine weitere Ausfuhrungsform des Verfahrens ist dadnrch gekennzeichnet, dass neben 
der Bestimmung einer oder mehrerer Lumineszenzen Anderungen des efPekdven 
Brechungsindex auf den Messbereichen bestimmt werden. 

Eine Weiterentwicklung des Verfahrens ist dadurch gekennzeichnet, dass die einen oder 
mehreren Lumineszenzen und / oder Bestimmungen von Lichtsignalen bei der 
Anregungswellenlange polarisationsselektiv vorgenommen werden. 

Es wird bevorzugt, dass die einen oder mehreren Lumineszenzen bei einer anderen 
Polarisation als der des Anregungslichts gemessen werden. 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform des erfmdungsgemassen Verfahrens ist dadurch 
gekennzeichnet, dass die Dichte der in diskreten Messbereichen immobiUsierten 
Erkennungselemente zum Nachweis unterschiedlicher Analyten auf unterschiedlichen 
Messbereichen so aus^wahlt ist, dass die Lumineszenzsignaie beim Nachweis 
verschiedener Analyten m einem gemeinsamen Array von gleicher Grossenordnung siad, 
dJi., dass die zugeh5rigen Kalibrationskurven filr die gleichzeitig durchzufiihrenden 
Analytbestimmungen ohne eine Anderung der optoelektronischen Systemeinstellungen 
aufgenonunen werden k5nnen. 
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Eine Weiteientwickiung des Verfahrens ist dadurch gpkeiinzeichnet, dass Arrays von 
Messbreichen auf geteilt sind in Segmente von ein oder mehrereren Messbereichen zur 
Bestimmung von Analyten und Messbereichen zur Referenzierung, d.h. Bestimmung 
physikalischer Parameter und / oder chemischer Unterschiede zwischen verschiedenen 
aufgebrachten Proben. Dabei konnen ein oder mehrere Arrays Segmente von zwei oder 
mehr Messbereichen mit innerhalb des Segments gjeichartigen biolo^schen oder 
biochemischen oder synfhetischen Erkennungselementen zur Analytbestimmung oder 
Referenzierung umfassen. Ein Segment kann aber auch mehrere diskrete Messbereiche 
mit voneinander unterschiedlichen Erkennungselementen enthalten. 

Eine mogliche Variante des erfindungsgemSssenn Verfahrens besteht darin, dass auf 
einem oder mehreren Segmenten eines Arrays oder einem oder mehreren Arrays 
gleichzeitig verschiedene Analyten aus einer gemeinsamen Gruppe, wie beispielsweise 
unterschiedliche Zytokine dutch ihre Bindung an unterschiedliche inunobilisierte Anti- 
Zytokin-Antikorper, bestimmt werden. 

Fiir bestimmte Anwendungen, beispielsweise beim Nachweis niedennolekularer 
Verbindungen in der Immunoanalytik oder beim Nachweis von Einzelpunktmutationen in 
der Nukleinsaurenanalytik, ist eine Kreuzreaktivitat zu den (bio)chemisch ahnlichsten 
Verwandten des betreffenden Analyten kaum auszuschUessen. Fiir derartige 
Anwendungen ist eine seiche Ausfuhrungsform des erfindungsgemassen Verfahrens 
vorteilhaft, in denen ein oder mehrere Messbereiche eines Segments oder eines Arrays 
der Bestimmung desselben Analyten zugeordnet sind und deren immobilisierte 
biologische oder biochemische Erkennungselemente unterschiedUch hohe Affinitaten zu 
besagtem Analyten aufweisen. Die Erkennungselemente sind dabei zweckmassigerweise 
so ausgewfthlt, dass sich ihre Affinitaten zu verschiedenen, einander (bio)chemisch 
ahnlichen Analyten in unterschiedlicher, charakteristischer Weise Sndern. Aus der 
Gesamtheit der Signale von verschiedenen Messbereichen mit unterschiedlichen 
Erkennungselementen fBr einen einzelnen Analyten iSsst sich dann, in vergleichbarer 
Weise zu einem Fmgerabdruck, die IdentitSt des Analyten bestimmen. 
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Eine andere mSgliche Variante zeichnet sich dadurch aus, dass auf einem oder mehieren 
Segmenten eines Arrays oder einem oder mehreren Arrays gleichzeitig verschiedene 
Analyten aus unterschiedlichen Gruppen, wie beispielsweise pharmazeutische PrSparate 
CTDrugs") zur Behandlung einer Krankheit und / oder deren Metaboliten und / oder die 
Nachweissubstanzen filr diese KranKheit, wie beispielsweise sogenannte 
•Markeiproteiiie'*, bestimmt werden. 

Beispielsweise zur Untersuchung von Pragen der Reproduzierbarkeit kann es von Vorteil 
sein, wenn fiir den Nachweis jedes Analyten oder zur physikalischen oder chemischen 
Referenzierung 2 oder mehr identische Messbereiche innerhalb eines Segments oder 
Arrays vorgesehen sind. Dabei k5nnen besagte identische Messbereiche zum Beispiel in 
einer durchgehenden Reihe oder Spalte oder Diagonalen eines Arrays oder Segments von 
Messbereichen angeordnet sein. 

Zur Untersuchung anderer Fragestellungen, beispielweise zur Untersuchung 
systematischer lokaler Unterschiede in den Anregungsbedingungen, kann es vorteilhaft 
sein, wenn besagte identische Messbereiche statistisch innerhalb eines Arrays oder 
Segments von Messbereichen angeordnet sind. 

Eine mdgliche Ausfiihrungsfonn des erfindungsgemassen Verfahrens ist dadurch 
gekennzeichnet, dass die ortsaufgeloste Referenzierung der in den Messbereichen 
verfiigbaren Anregungslichtintensitat die gjeichzeitige oder sequentielle Erstellung eines 
Bildes des von der Sensorplattform abgestrahlten lichts bei der AnregungswellenlSnge 
umfasst Bevorzugt wird dabei, dass die Erstellung des Bildes des von der 
Sensorplattform abgestrahlten Anregungslichts fiber denselben optischen Weg wie die 
Erfassung der von den Messbereichen ausgehenden Lumineszenzen erfolgt. 

Eine andete mogliche Ausfiihrungsfonn des Verfahrens besteht darin, dass die 
ortsaufgeloste Referenzierung der in den Messbereichen verfagbaien 
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Anregungslichtintensit&t die gleichzeitige oder sequentielle Erstellung eines Bildes des 
von der Sensoiplattform abgestrahlten Lichts bei der Lumineszenzwelleniange umfasst. 

Eine weitere Ausfiihrungsforni ist dadurch gekennzeichnet, dass die Vorkehrungen zur 
ortsauf ^lOsten Referenzierung der in den Messbereichen verfUgbaren 
Anregungslichtintensitat die gleichzeitige oder sequentielle Erstellung eines Bildes des 
von der Sensotpiattform abgestrahlten Lichts bei einer anderen Anregungs wellenlSnge 
als zur Anregung einer Lumineszenz umf assen. Dabei wird bevorzugt, dass die 
AnregungswellenlSnge fur die ortsaufgeloste Referenzierung so ausgewahlt wird, dass im 
Laufe des Verfahrens zum Nachweis eines oder mehierer Analyten oder zu Zwecken d^ 
Referenzierung oder Kalibration eingesetzte lumineszenzfahige Molekiile bei besagter 
WeUenlange keine oder nur eine moglichst geringe Absorption aufweisen, so dass 
Effekte des "photochemischen Ausbleichens" vermieden oder minimiert werden konnen. 

Es wird bevorzugt, dass die Ortsauflosung des Bildes des von der Sensoplattform 
abgestrahlten Anregungslichts auf der Sensorplattfonn besser als 100 jim, bevorzugt 
besser als 20 ^im betragt. 

Weiterer Gegenstand des eriSndungsgemassen Verfahrens ist, dass die ortsaufgeloste 
Referenzierung der in den Messbereichen verfiigbaren Anregungslichtintensitat mittels 
*'Lunaineszenzmarker-Spots", d.h. Bestimmung der Lumineszenzintensitat aus 
Messbereichen mit prainunobilisierten (d.h. vor der Zugabe einer Probe bereits in diesen 
Messbereichen aufgebrachten) lumineszenzmarkierten Molekiilen, erfolgt. 

Dabei wird bevorzugt, dass die **Lumineszenzmarker-Spots" in einem Raster aufgebracht 
sind, das die ganze Sensotpiattform iiberspannt. 

Eine WeiterentwicMung des erfindungsgemassen Verfahrens besteht darin, dass die 
Dichte der lumineszenzmarkierten MolekOle mittels Mischung nut gleichartigen, 
unmarkierten MolekQlen bei der Immobilisierung so ausgewShlt ist, dass die 
lAimineszenzintensitSt aus den Bereichen der Lumineszenzmarkerspots von Shnlicher 
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Grdsseaordnung wie die Lumineszenzititensitat der aus den fOr einen Analytnachweis 
vorgesehenen Messbereiche ist. 

Eine bevorzugte Ausfiibrungsform des Verfahrens zeichnet sich dadurch aus, dass die 
Dichte und Konzentration der luinineszenzniarkierten Molekiile innerhalb der 
*lzimines2enzmarker-Spots'' innerhalb eines Arrays, bevorzugt auf der gesamten 
Sensorplattfonn, einheitlich sind, 

Eine bekannte Tatsache ist, dass ein lumineszenzfahiges Molekiil nur eine beschrankte 
An2ahl von Zylden der Anregung durch ein ausseres Anregungslicht und seiner 
nachfolgenden Deaktivierung, in Fonn der abgestrahlten Lumineszenz, erfahren kann, 
bevor es photochemisch zerstOrt, d.h. in ein anderes, im allgemeinen nicht mehr 
lumineszenzfahiges Molekiil umgewandelt wird. Diesen Prozess bezeichnet man 
allgemein als "Photobleaching". Die Anzahl der moglichen Aktivierungs- und 
DeaktivierungS2yklen ist eine fur eine bestimmte Molekulart charakteristische 
durchschnittliche Grosse (amlich der Halbwertszeit einer radioaktiven Substanz). Um die 
Wirksamkeit der Referenzierung in dem erfindungsgemassen Verfahren in moglichst 
hohem Masse zu gewShrleisten, wird bevorzugt, dass eine Verminderung der Signale aus 
den 'l.umineszenzmarker-Spots", beispielsweise infolge "Photobleachings" bei 
Justierungen des optischen Systems, minimiert wird. 

Weiterhin wird bevorzugt, dass die ortsaufgeloste Referenzierung der in den 
Messbereichen verfugbaren Anregungslichtintensitat eine Durchschnittsbildung uber 
mehrere ortsaufgeloste Referenzsignale umfasst. 

Die Zugabe der einen oder mehreren Proben und der im Nachweisverfaliren 
einzusetzenden Nachweisreagentien kann sequentiell in mehreren Schritten erfolgen. Es 
wird bevorzugt, dass die eine oder mehareren Proben mit einer Mischung aus den 
verschiedenen Nachweisreagentien zur Besthnmung der in besagten Proben 
nachzuweisenden Analyten vorinkubiert werden und diese Mischungen dann in einem 
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einzigen Zugabeschritt den dafur vorgesehenen Arrays auf der Sensorplattfonn zugpfUhrt 
werden. 

Bine bevorzugte AusfUhrungsf orm des erfindungsgemSssen Verf ahrens zeichnet sich 
dadurch aus, dass die Konzeintration der Nachweisreagentien, wie beispielswaise 
sekimdarer Nachweisantikorper und / oder Lumineszenzlabel und optional zusStzlicher 
lumineszenzmarkierter Nachweisreagentien in einem Sandwich-Immunoassay, so 
ausgewahlt ist, dass die Lumineszenzsignale beim Nachweis verschiedener Analyten in 
einem gemeinsamen Array von gleicher GrSssenordnung sind, d.h., dass die zugeh5rigen 
Kalibrationskurven fiir die gleichzeitig durchzufuhrenden Analyfeestimmungen ohne 
dne Anderung der optoelektronischen Systemeinstellungen aufgenommen werden 
konnen. 

Weiterer Gegenstand einer erfindungsgemassen Ausflihrungsform des Verfahrens ist, 
dass die Kalibration von infolge der Bindung eines oder mehrerer Analyten oder infolge 
der spezifischen Wechselwirkung mit einem oder mehreren Analyten im Nahfeld der 
Schicht (a) erzengten Lumineszenzen die Zugabe von einer oder mehreren 
Kalibrationslosungen mit bekannten Konzentrationen besagter zu bestimmender 
Analyten auf die gleichen oder andere Messbereiche oder Segmente von Messbereichen 
Oder Arrays von Messbereichen auf einer Sensorplattfonn umfasst, denen im gleichen 
Oder einem separaten Zugabeschritt die eine oder die mehreren zu untersuchenden Proben 
zugefuhrt werden. 

Eine besondere Ausflihrungsform des Verfahrens zeichnet sich dadurch aus, dass die 
Kalibration von infolge der Bindung eines oder mehrerer Analyten oder infolge der 
spezifischen Wechselwirkung mit einem oder mehreren Analyten im Nahfeld der Schicht 
(a) erzeugten Lumineszenzen die Zugabe eines gegebenfalls zusatzhchen Analyten 
bekannter Konzentration zu einer oder mehreren zu untersuchenden Proben zum 
Nachweis auf einem oder mehreren hierfiir ausgewiesenen Messbereichen der 
Sensoiplattfonn umfasst 
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Eine andere bevorzugte AusfUhrungsfonn des Verf ahrens ist dadurch gekeimzeichnet, 
dass die Kalibration von infolgp der Bindmg eines oder mehrerer Analyten od^ infolge 
der spezifischen Wechselwirkung mil einem oder mehreren Analyten im Nahfeld der 
Schicht (a) erzeugten Lmnineszenzen den Vergleich der Lumineszenzintensitaten nach 
Zugabe einer xmbekannten und einer Kontroll-Probe, wie beispielsweise einer "wild 
type"-DNA-Probe und einer "mutant DNA"-Probe, umfasst. Es ist dabei moglich, dass 
die Zugabe der unbekannten Probe und der Kontrollprobe zu unterschiedlichen Arrays 
erfolgt. 

Eine andere Variante dieses Verfahrens ist dadurch gekennzeichnet, dass die Zugabe der 
unbekannten Probe und der Kontrollprobe sequentiell zu dem gleichen Array erfolgt. Bei 
dieser Ausfiihrungsf orm ist im allgemeinen zwischen der Zugabe der unbekannten Probe 
und der Kontrollprobe ein Regenerierungsschritt notwendig, d.h. die Dissoziation von 
nach Zugabe der ersten Probe gebildeten Erkennungselement-Analyt-Komplexen, gefolgt 
von der Entfemung der dissoziierten Analytmolekule aus den ProbenbehSltnissen, bevor 
die Zugabe der zweiten Probe erfolgen kann. In Shnlicher Weise kSnnen in sequentieller 
Form auch mehrere Proben auf einem Array von Messbereichen auf ihre Analyten 
untersucht werden. 

Eine andere mogliche AusfUhrungsfonn des Verfahrens besteht darin, dass die 
unbekannte Probe und die Kontrollprobe gemischt werden und dam die Mschung einem 
oder mehreren Arrays einer Sensorplattform zugefuhrt wird. 

Eine Weiterentwicklung des erfindungsgemassen Verfahrens ist dadurch gekennzeichnet, 
dass die Detektion der in der unbekannten und der Kontrollprobe nachzuweisenden 
Analyten mttels Lumineszenzlabels von unterschiedlicher Anregungs- und / oder 
LAunineszenzwellenlange fur die unbekannte und die Kontrollprobe erfolgt. 

Beispielsweise wird bevorzugt, dass zur Bestimmung von Analyten aus verschiedenen 
Gruppen der Nachweis unter Verwendung von zwei oder mehr Lumineszenzlabeln mit 
unterschiedlichen Anregungs- und / oder LumineszenzwellenlSngen erfolgt. 
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Die Verwendung mehrerer unterschiedlicher Lumineszenzlabel kann auch bei der 
BestimmuBg verschiedener Analyten aus einer gemeinsamen Gxuppe vorteilhaft sein. 
Bine weitere bevorzugte Ausffihrungsfonn des erfindungsg^massen Verfahrens besteht 
daher darin, dass, beispielsweise zur Bestimmung der Kreuzreaktivitat zwischen 
verschiedenen Analyten aus einar gemeinsamen Gruppe, wie beispielsweise der 
Zytokine, xmd ihren Erkennungselementen, wie beispielsweise Anti-Zytokin- 
AntikSrpem, der Nachweis unter Verwendung von zwei oder mehr Lumineszenzlabeln 
mit unterschiedlichen Anregungs- mid / oderLrnnineszenzwellenlSngen erfolgt. 

Wie vorangehend beschrieben, eroffiaet der erfindungsgemSsse Kit mit der grossen 
Anzahl von Messbereichen auf einer Sensoiplattform die MS^cbkeit einer vereinf achten 
Fbrm der Kalibration zur qualitativen mid / oder quantitativen Bestimmmig eines oder 
mehrerer Analyten auf einem oder mehreren Arrays. Im besten Fall ist bei dieser neuen, 
erfindungsgemassen Form der Kalibration der Signale einer Sensorplattform die Zugabe 
nur einer einzigen Kalibrationslosung erforderlich. In dieser Weiterentwicklung des 
er&ndungsgemassen Verfahrens wird daher bevorzugt, dass in einem oder mehreren 
Arrays jeweils mehrere Messbereiche mit dort in einer unterschiedlichen, kontrollierten 
Dichte immobilisierten biologischen oder biochemischen oder synthetischen 
Erkennungselementen zum Nachweis eines fiir diese Messbereiche gemeinsamen 
Analyten vorgesehen sind. Diese Weiterentwicklung des Verfahrens zeichnet sich 
dadurch aus, dass bei bekannter Konzentrationsabhangigkeit der Bindungssignale 
zwischen einem Analyten und seinen biologischen oder biochemischen oder synthtischen 
Erkennungselementen und einer ausreichend grossen '^Variation" dieser in 
unterschiedlicher kontrollierter Dichte in verschiedenen Messbereichen eines Arrays 
immobilisierten Erkennungselemente bereits mittels Zugabe einer einzigen 
Kalibrationsl6sung zu diesem Array eine Kalibrationskurve fiir diesen Analyten erstellt 
werden kann. 

Eine weitwe, bevorzugte Variante des erfindungsgemassen Verfahrens ist dadurch 
gekennzeichnet, dass die Kalibration von infolge der Bindung eines oder mehrerer 
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Analyten oder infolg^ der spezifischen Wechselwirkung mit einem oder mehieren 
Analyten im Nahfeld der Schicht (a) erzeugten Luinineszenzen die Bestimmung der 
Lumineszeimntensitat auf grund der Anwesenheit eines odor mehrerer in einer Serie von 
Proben in im wesentlichen konstanter Konzentration vorhandenen Analyten nmfasst. 
Beispielweise sind in der DNA-Analytik, insbesondere fOr den Vergleich sogenannter 
Vild ^e" und **mutant" Proben sogenannte 'Housekeeping Genes" bekannt, deren 
Haufigjkeit in einer Serie von Proben ahnK Typ des Qrganismus 

etc.) im wesentlichen konstant ist Ebenso sind in der Immunoanalytik bestinunte 
Inmiunoglobuline bekannt, deren Konzentration sich zwischen verschiedenen Proben 
eines gemeinsamen Typs von Organismen nur wenig andert. 

Bestandteil der Erfindung ist ein Verfahien nach einer der vorgenannten 
Ausfuhrungsformen ziir gleichzeitigen oder sequentiellen, quantitativen oder qualitativen 
Bestimmung eines oder mehrerer Analyten aus der Gruppe von Aritikorpem oder 
Antigenen, Rezeptoren oder liganden, Chelatoren oder **Histidin-tag-Komponenten", 
OKgonukleotiden, DNA- oder RNA-StrSngen, DNA- oder RNA-Analoga, Enzymen, 
Enzymcofaktoren oder Inlubitoren, Lektinen und Kohlehydraten. 

Mogliche Ausfuhrungsformen des Verfahrens sind auch dadurch gekeimzeichnet, dass 
die zu untersuchenden Proben natiirlich vorkommende Korperflussigkeiten wie Blut, 
Serum, Plasma, Lymphe oder Urin oder Eigelb oder optisch trube Flussigkeiten oder 
Gewebefliissigkeiten oder Oberflachenwasser oder Boden- oder Pflanzenextrakte oder 
Bio- Oder Syntheseprozessbruhen oder aus biologischen Gewebeteilen oder aus 
Zellkulturen oder -extrakten entnommen sind. 

Weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung eines erfmdungsgemassen Kits 
und / Oder eines erfindungsgemSssen analytischen Systems und / oder eines 
erfindung3gem^sen Verfahrens zu quantitativen oder qualitativen Analysen zur 
Bestimmung chemischer, biochemischer oder biologischer Analyten in 
Screeningverfahren in d^ Pharmaforschung, der Kombinatorischen Chemie, der 
Klinischen und PrSklinischen EntwicUung, zu Echtzeitbindungsstudien und zur 
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Bestimmung kmetischer Parameter im AfGnit^tsscieening und in der Forschung, zu 
qualitativen und quanfitativen Analj^bestimmungen, insbesondere fiir die DNA- und 
RNA-Analytik, fiir die Erstellung von Toxizitatsstudien sowie fiir die Bestimmung von 
Gen- Oder Protein-Expressionsprofilen sowie zum Nacliweis von Antikorpem, 
Antigenen, Pathogenen oder Bakterien in d^ pliarmazeutischen Protduktentwicklung und • 
-forschung, der Human- und VeterinSrdiagnostik, der Agrochemischen 
Produktentwicklung und -forschung, der symptomatischen und prSsymptomatischen 
Pflanzendiagnostik; zur Patientenstratifikation in der pharmazeutischen 
Produktentwicklung und fur die therapeutische Medikamentenauswahl, zum Nacliweis 
von Pathogenen, Schadstoffen und Erregem, insbesondere von Salmonellen, Prionen, 
Viien und Bakterien, in der Lebensznittel- und Umweltanalytik. 

Die nachfolgenden Ausfiihrungsbeispiele erlautem die Erfindung beispielhaft. 
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AusfUhrungsbeispiele 
Beispiel 1: 

Kit zur gleichzeitigen quantitativen Bestimmung mehrerer Zytokin-Markerproteine 
in einer und mehreren Analysenproben 

a) Hauptbestandteil eines erfindimgsgemassen Kits ist eine rechteckige Sensorplattfonn 
mit den ausseren Abmessungen 113.5 mm x 75.0 mm x 0.7 mm Dicke, verbunden mit 
einer 11 mm starken Polycarbonat (PC)-Schicht, welche zur Unterdnickung von 
Streulichtartef aklen schwarz eingefarbt ist. In der PC-Schicht wurden offene, 
quadratische Ausparungen (WeUs) mit jeweils 7 mm x 7 mm Kantenlange, in einem 
(Zentrum-zu-Zentrum) Abstand von 9 mm gefonrit, die als Probenbehaltnisse zur 
Aufhahme von Analysenvolumina (10-100 dienen. Die Ausparungen sind in Form 
von 12 Spalten und 8 Reihen in einer Ebene angeordnet, so dass die Kombination aus der 
Sensorplattfonn und der PC-Struktur insgesamt 96 Probenbehaltnisse umfasst. 

Das Substratmaterial der Sensorplattfonn (optisch transparente Schicht (b) ) besteht aus 
AF 45 Glas (Brechungsindex n = 1 .52 bei 633 nm). Im Substrat wurden durchgehende 
OberflachenreliefgittCT im Abstand von je 9 nrai, mit einer Breite von 0.5 mm (in 
Ausbreitungsrichtung des iiber die Gitterstruktur in die Schicht (a) der Sensorplattfonn 
einzukoppelnden Anregungslichts) erzeugt. Diese Gitter weisen eine Periode von 360 mn 
und eine Hefe von 12 nm auf, mit Qrientierung der Gitterlinien parallel zu den Spalten 
der Wells. Die wellenleitende, optisch transparente Schicht (a) aus TaaOs auf der optisch 
transparenten Schicht (b) hat einen Brechungsindex von 2.1 1 bei 633 nm (Schichtdicke 
150 nm). Infolge des Abscheidungsprozesses Qbertragt sich die Gitterstniktur der optisch 
transparenten Schicht (b) nahezu masstSblich im VerhSltnis 1:1 in die OberflSche der 
aufgebrachten Schicht (a). 

Die Oberfiache der Sensorplattfonn wird vor dem ZusanunenfUgen mit der Polycarbonat- 
Struktur nasschemisch gereinigt, zuerst mehrfach mit Isopropanol, anschliessend mit 
konzentrierter SchwefelsSure, welche 2.5 % Ammoniwnperoxodisulfat enthSlt 
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Anschliessend wird als Haftvennittlungsschicht eine monomolekulare Schicht 
(Monolayer) von Mono-Octadecylphosphat in einem Selbstorganisieningsprozess (Self- 
Assembly) auf die hydrophile Wellenleiteroberfiache aufgebracht Diese 
Oberfiachemnodifiziening fiihrt zu einer hydrophoben OberflMche (Kontaktwinkel ca. 
1 lO'^ gegenliber Wasser). Der Prozess der Oberfl^chenmodifLzierung wurde in der 
Literatur nSher beschrieben (D. BroveUi et al., Langmuir 15 (1999) 4324 - 4327). 

Auf die hydrophobe Oberflache der mit der Haftvennittlungsschicht versehenen 
Sensorplattform werden 96 identische Arrays (in 12 Spalten x 8 Reihen) von je 42 
Messbereichen (Spots), ihrerseits in einer Anordnung von jeweils 7 Reihen und 6 
Spalten, mit einem Inkjet Plotter, Modell NPIC (Finna GeSiM mbH, 
Grosserkmannsdorf, DE) erzeugt, 

b) Die Erkennungselemente zum Nachweis verschiedener Human-Interleukine, als 
Analyten aus der Gruppe der Zytokine (monoklonaler Maus anti-hE^2, anti-hIL-4 und 
anti-hILr6 Antikorper), werden in einer Konzentration zwischen 300 und 1000 jig/ml in 
zehnprozentiger phosphatgepufferter Salzlosung (PBS, pH 7.4) rekonstituiert. 
Anschliessend werden die Antikorper-Losungen in unterschiedhchem Ausmass in 10 % 
PBS (pH 7.4) verdiinnt, welches bestinunt ist durch die Affinitat des jeweiligen 
Antikdrpers zum entsprechenden Antigen. Die erforderlichen Konzentrationen (100 
jig/ml fur anti-hIL-2 und anti-hIl/-6 bzw. 50 |ig^ml fiir anti hILr4 AntikOrper) wurden 
zuvor in Einzel-Interlexikin-Immunoassays ermittelt Hierdurch soil erreicht werden, dass 
der dynamische Bereich der zu erwartenden Signalintensitaten in einem Assay zum 
gleichzeitigen Nachweis aller drei Int^leukine, inneihalb eines Arrays in derselben 
GnSssenordnung Uegt An diesem Aspekt des Beispiels wird demonstriert, dass es durch 
geeignete Wahl der Immobilisierungsdichte verschiedener Erkennungselemente in 
diskreten Messbereichen, mit unterschiedlichen Affinit^ten zu den jeweiligen 
nachzuweisenden Analyten, mdglich ist, dass der dynamische Bereich der zu erwartenden 
SignalintensitSten in einem Assay zum gleichzeitigen Nachweis einer Vielzahl 
unterschiedlicher Analyten, innerhalb eines Arrays in derselben Grdssenordnung iiegt. 
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Nach dem Aufbringpn der Antifcorper auf die Haftvennittlungsschicht wird fOr 15 win in 
gesattigter WasserdampfatmosphSre inkubiert, anschUessend die nicht proteinbedeckte, 
hydrophobe Oberflache der Sensorplattform mit einer LSsung von Rinderserumalbunun 
(BSA) in PBS (1 mg/ml, pH 7.4) mit einem Zusatz von 0.05% Tween 20, abgesatdgt, zxir 
Minimierung .unspezifischer Bindung von DetektionsantikSrpem im spSteren 
Nachweisyerfahien, danach nut H2O gewaschen und mit Stickstoff getrocknet 

Der Durchmesser der Spots, mit einem Abstand (Zentrum-zu-Zentrum) von 500 mn, 
betrSgt ca. 220 |i.m. Bin Einzelarray umfasst jeweils drei verschiedene Typen von 
Erkeammgselementen (zur Erkenniing von hD^2, hIL-4 und hILr6) sowie 
"Lumineszenzmarker-Spots" mit Cy5-fluoreszenzmarkiertem Rinderserumalbumin (Cy5- 
BSA). Die Immobilisierungsdichte des Cy5-BSA wird dabei so gewahlt, dass die 
Fluoreszenzintensitat dieser ''Lumineszenzmarker-Spots*' ebenfalls im dynamischen 
Bereich der erwarteten Signalintensitatsanderungen des Interleukinassays liegt. Als eine 
optimale Konzentration des Cy5-BSA in der Immobilisierungslosung wird fiir das 
vorliegende Beispiel eine 25 pikomolare Losung von Cy5-BS A bestimmt, bei einer 
Markierungsrate von 10 CyS-Molekiilen pro BS A-Molekiil. Weiterhin wird festgestellt, 
dass zur Erzielung einer homogenen Verteilung der fluoreszenzmarkierten BSA- 
Molekiile in den '"Lumineszenzmarker-Spots" die Verwendung einer Mischung aus 
unmarkierten und fluoreszenzmarkierten BSA-Molekiilen fiir die Immobilisierungslosung 
wesentlich besser geeignet ist als der Einsatz einer Losung mit nur dem 
fluoreszenzmarkierten Protein, mit einer entsprechend niedrigeren Proteinkonzentration. 
Als optimal erweist sich eine Immobilisierungslosung mit einer Konzentration von 25 
Hg/ml unmarkiertem BSA in 10 % PBS (pH 7.4) und dem schon erwahnten Anteil von 25 
pM Cy5-BS A. Die Reproduzierbarkeit der Auft)ringung der *'Lumineszenzmarker-Spots" 
wurde mit Sensorplattformen untersucht, welche in derselben Weise wie hier 
vorbeschrieben hergestellt warden, deren Lumineszenzmtensit&ten in den 
'•Lumineszenzmarker-Spots" aber mit einem regulSren kommerziellen Scanner (Genetic 
NCcrosystems 418 Array Scanner) vermessen wurden. Dabei wurde eine Variation der 
jeweils fiber einen **Luminesz»nzmarker-Spot'* integrierten Lumineszenzintensitat von 
nur 3 % bis 4 % festgestellt. 
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Die verschiedenen Erkennungselemente sind in drei Reihen niit jeweils vier Replikas 
identischer Messbereiche (Spots) gemSss Abb. 1 angeordnet, wobei die Reihen parallel 
zum sich im Wellenleiter ausbreitenden Anregungslicht verlaufen, um somit aus jeder 
Einzelmessung pro zuzufUhrender Probe bereits Daten zur statistischen 
— AssayreproduzierbarkBit zu gewinnen. Die 'liUmineszenzmarker-Spots' -sind in-vier - 
Reihen mit je vier Spots, parallel zu den Reihen der Erkennungselement-Spots, 
angeordnet Die "Lumineszenzmarfcer-Spots" dienen der Referenzierung des in den 
benachbarten Messbercichen zum Analytnachweis verfugbaren Anregungslichts; ihre 
Anordnung in Reihen parallel zur Ausbreitungsrichtung des in die Schicht (a) 
einzukoppelnden und dort zu fiihrenden Anregungslichts dient zusStzlid) der 
Bestimmung der Dampfung (Abschwachung) des Anregungslichts in 
Ausbreitungsrichtung. Zusatzlich sind noch zwei Spalten von ''Lununeszenzmarker- 
Spots" mit je sieben Replikas zu Begiim und am Ende des Arrays, in 
Ausbreitungsrichtung des eingekoppelten und gefuhrten Anregungslichts, angeordnet. Sie 
dienen der Bestimmung der Homogenitat der verfiigbaren Anregungslichtintensitat 
parallel zu den Linien des Einkoppelgitters. 



Beispiel 2: Aaalytisches System mit einem erfindungsgemasseii Kit 

Die Sensorplattfonn ist auf einer computergesteuerten Justiereinheit montiert, welche die 
Translation parallel und senkrecht zu den Gitterlinien sowie eine Rotation um eine 
Drehachse parallel zu den Gitterlinien der Sensorplattfonn erlaubt Unmittelbar nach dem 
als Anregungslichtquelle benutzten Laser befindet sich im lichtweg ein Shutter, um den 
Lichtweg zu blockieren, weim keine Messdaten aufgenonunen warden soUen. Zusatzlich 
konnen Neutralfilter oder Polarisatoren an dies&r Stelle oder auch an anderen Positionen 
im weiteien Weg des Anregungslichts zur Sensorplattform in den lichtweg gestellt 
werden, um die AnregungsintensitSt stufenweise oder kontinuierlich zu variieren. 
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Der Anregungslichtstrahl eines Helium-Neon-Lasers bei 632.8 nm (Melles-Griot 05- 
LHP-901, 1.1 mW)vrfrdmiteinerZyHnderlmse in einer Dimensional^ 
durch eine spaltfonnige Blende (0.5 nmi x 7 mm Offiiung) geleitet, um so ein 
lichtbiindel von annahemd rechteckigem Querschnitt und annahemd homogener 
Querschnittsintensitat zu erzeugen. Dabei ist die Polarisation des LaserUchts parallel zu 
den Gitterlinien der Sensorplattf orm ausgerichtet, zur Anregung des TEo-Modes unter 
Einkoppelbedingungen. Das Anregungslicht wird von der Riickseite der Sensorplattfonn, 
d.h. durch die optisch transparente Schicht (b) hindurch, auf das Einkoppelgitter 
innerhalb eines der 96 ProbenbehSltnisse gerichtet, wobei das Einkoppel^tter zu einem 
Array von Messbereichen innerhalb eines ProbenbehSltnisses sich unter den 
Bedingungen des Ausfuhrungsbeispiels jeweils am linken Rand des quadratischen Wells 
befindet Der Winkel zwischen der Sensorplattfonn und dem eingestrahlten 
Anregungslichtbiindel wird durch Rotation um die vorgenannte Drehachse auf maximale 
Einkopplung in die optisch transparente Schicht (a) justierL Mit den vorgenannten 
Parametem der Sensorplattform betragt der Resonanzwinkel fur die Einkopplung in Luft 
etwa2.6^. 

Als ortsauflosender Detektor dient eine CCD-Kamera (Ultra Fix 040 IE, Astrocam, 
Cambridge, UK) mit Peltier-Kiihlung (Betriebstemperatur -30 ^C), mit einem Kodak- 
CCD-Chip KAF 0401 E-1 . Die Signalerfassung und Fokussierung auf den CCD-Chip 
erfolgt mit Hilfe eines Computar-Tandem-Objektivs (f = 50 mm, 1:1.3) . Zwischen den 
beiden Halften des Tandem-Objektivs befinden sich, auf einem Hlterwechsler montiert, 2 
Interferenzfilter (Omega, Brattleborough, Vermont) mit Zentralwellenlange von 680 nm 
und 40 nm Bandbreite, sowie entweder ein Neutralfilter (3;ur Transmission des 
abgeschwfichten, gestieuten Anregungs- und sehr vial schwScheren LumineszenzUchts 
von den Messbereichen) oder ein Neutralfilter in Kombination mit einem Inteiferenzfilter 
(zur Transmission des abgeschw^chten, von den Messbereichen gestreuten 
Anregungslichts). Die Signale bei der Anregungs- und der Lumineszenzwelieniange 
kfinnen altemierend gemessen werden. Die Auswertung der Daten erfolgt durch 
konunerziell erhSltliche Bildverarbeitungssoftware (ImagePro Plus). 
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Beispiel 3: Nachweisverfahren mit einem erfindungsgemSssen Kit 

Zur spezifischen Erkennung der nachzuweisenden Interleukine wird das Format eines 
Sandwich-Assays gewShlt. 

Probemorbereitung: 

Von den zu quantifizierenden Interleukinen (hIL-2, hILr4, hlL-6) werden 8 Msch- 
KalibrationslSsungen von je 50 \i\ in PBS (pH 7.4), mit 0.1% BSA und 0.05% Tween20 
hergestellt, welche jeweils alle drei fiiterleukine in gleicher Konzentration enthalten 
(jeweils 0, 10, 30, 70, 150, 300, 600, 1000 pg/ml). Diese Kalibrationslosungen sind 
vorgesehen fur die gleichzeitige Erstelluhg von Kalibrationskurven fiir alle diei Analyten 
mittels Applikation auf dafiir ausgewiesenen Arrays auf der Sensorplattform. 

Die Kalibrationslosungen, wie auch die Proben mit unbekannten, zu bestimmenden 
Konzentrationen der drei Interleukine als Analyten, werden anschliessend mit jeweils 50 
\i\ einer Losung gemischt, welche eine Mischung von drei sekundaren polyklonalen 
Nachweisantikorpem enthalt (5 x 10"^^ M biotinylierter anti-hIL-2-Antikorper, 10"^° M 
biotinylierter anti-hIL-4-Antik6rper und 10"^^ M biotinylierter anti-hIL-6-Antik6rper in 
PBS (pH 7.4), mit 0.1% BSA und 0.05% Tween 20). Diese Mischungen von jeweils 100 
\i\ Volumen werden daim gemischt mit je 100 |il einer 5x10"^^ M CyS-Streptavidin- 
LSsung (Amersham-Pharmacia) in PBS (pH 7.4), mit 0.1% BSA und 0.05% Tween 20. 
Die vorgenannten Konzentrationen der drei verschiedenen Detektions-Antikorper sind so 
gewahlt, dass fur alle drei Interleukine die erwarteten Ruoreszenzintensitatsanderungen, 
infolgp der spezifischen Bindung der Antigen-SekundSrantikorper-Komplexe an ihre 
immobilisierten monoklonalen ErkennungsantikSrper als Erkennungselemente in den 
diskteten Messbereiche, von gjeicher Grossenordnung sind, d.h. dass die entsprechenden 
Kalibrationskurven ohne eine Anderung der optoelektronischen Systemeinstellungen 
aufgenonmien werden k5nnen. 

An diesem Aspekt des Beispiels wird demonstriert, dass es durch geeignete Wahl der 
Konzentrationen der Nachweisreagentien m5glich ist, dass fiir alle in einem einzigen 
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Assay gleichzeitig nachzuweisenden Analyten die erwarteten Huoreszenzintensitaten, 
infolgp von deren spezifischen Bindung an die jeweiligen in diskreten Messbereichen 
immobilisierten Erkennnngselemente, von gleicher GrSssenordnung sind, d.h. dass die 
entsprechenden Kalibrationskurven ohne eine Anderung der optoelektronischen 
Systemeinstellungen aufgenonunen werden konnen. 

Es folgt eine einstflndige Ihkubation der hergestellten Msch-L6sungen bei 
Raumtemperatur im Dunkebi, bevor die Inkubate (je 100 pi) in die Probenbehaltnisse 
gefuUt werden. Die Kalibrationslosungen werden dabei in aufsteigender Konzentration in 
die Probenbehaltnisse fiir die Arrays Al bis HI (Mikrotiteiplattennomenklatur, siehe 
Abbildung 1) der Sensorplattform gefiillt, wobei die 88 zu untersuchenden Proben mit 
nnbekannten Konzentrationen der drei Interleukine als Analyten in den verbleibenden 
Probenbehaltnissen A2 bis H12 verteilt werden. Nach weiterer, zweistundiger Mcubation 
bei Raumtemperatur im Dunkeln werden die Arrays ausgelesen. 

Auslesen der Arrays: 

Zum Auslesen der Huoreszenzsignale aus den Messbereichen der verschiedenen Arrays 
wird die Sensorplattform mit den darauf erzeugten Probenbehaltnissen und den darin 
befindlichen Losungen auf die vorangehend beschriebene Justiereinheit innerhalb des 
analytischen Systems montiert, Zur Bestimmung der Lumineszenzsignale aus jedem 
Array wird die Sensorplattform jeweils auf maximale Einkopplung des Anregungslichts 
liber die dem jeweiligen Array zugeordnete Gitterstruktur justiert, was mit Position des 
Hlt^wechslers fiir die AnregungswellenlSnge kontrolliert wird. Anschliessend wird die 
Intensitat des Huoreszenzlichts aus den Messbereichen (Spots) der Arrays mit Position 
des Rlterwechslers fiir die LumineszenzwellenlSnge gemessen. Das Auslesen der Arrays 
in den weiteren Probenbehaltnissen erfolgt sequentieU, mittels Translation der 
Sensorplattform zur nachsten Position fiir das Auslesen der Lumineszenzsignale aus dem 
nachsten ProbenbehSltnis. 
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Auswertung und Referemierung: 

Die Bildanalyse erfolgt mit einer kommerziell erhaltlichen Bildv^arbeitungs-Sofiware 
(Image Pro Plus). Dazu wird in jedem Array der integrale Huoreszenzintensitatswert 
eines jeden Spots bestimmt. Fur die diei verschiedenen Interleukine liegen demnach pro 
Array jeweils vier integrale Huoreszenzintensitatswerte vor, von denen zu statistischen 
Zwecken anschliessend die Mittelwerte sowie die Standardabweichungen berechnet 
werden. 

Zusatzlich werden die zwei Cy5-BSA-Referenzspots ("Lumineszenzmarker-Spots'O, aus 
der ersten Spalte des Arrays vor und der letzten Spalte nach der jeweiligen Reihe mit 
jeweils vier Messbereichen zur Interleukinbestimmung, gleichermassen ausgewertet und 
gemittelt, Dieser gemittelte Referenzwert dient jeweils fiir die Korrektur der 
Lumineszenzsignale aus den in der gleichen Reihe befmdlichen Messbereichen fur die 
Analytbestimmung. 

Entsprechend werden fur jedes Array die Mittelwerte der Cy5-BSA-Referenzspots vor 
und nach den Interleukin-Messbereichen in der jeweils gleichen Reihe gebildet. Aus 
diesen insgesamt 96 gemittelten Referenzwerten fiir jeden der drei Analyten wird jeweils 
wiederum ein Mittelwert gebildet. Der individuelle Korrekturfaktor fiir die Messwerte 
zur Analytbestimmung in einem Array ergibt sich dann als Quotient aus dem lokalen 
Referenzwert und dem letztgenannten Mittelwert. Durch Multiplikation mit diesem 
Korrekturfaktor werden die lokalen Unterschiede der verfiigbaren Anregungslicht- 
intensitSt auf einer gemeinsamen Sensorplattfonn kompensierL 

Zum Vergleich der Ergebnisse mit verschiedenen Sensorplattformen (im vorliegenden 
Beispiel drei Sensorplattformen) werden die nach dem oben beschriebenen Verfahren 
korrigierten Lumineszenzintensitaten auf den W^t 1 bei einer Interleukinkonzentration 
von 0 pg/ml normierL 

Abbildung 2 zeigt als Beispiel die fiir den Nachweis des Interleukin 4 erhaltenen, nicht 
korrigierten Rohdaten zur Kalibration dieses Multianalyt-Immunoassays, bei der die 
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integrjden Huores2»nzdntensitatswerte in Abhangigkeit der hlL-4 Konzentration 
aufgetragen sind. Abbildung 3 zeigt die mithilfe der beschriebenen Mttelwertbildung 
erzeugten, korrigierten Kalibrationsdaten. 

In Abbildung 4 ist als durchgezogene Kurve die an diese korrigierten Daten angepasste 
Hill-Fiinktion dargestellL Die leeien Symbole zeigen die mit drei verschiedenen 
Sensorplatlfomen nach Kdn?ek^ Die ausg&fiillten 

Kreise stellen jeweils die daraus gebildeten Mittelwerte, bei den varschiedenen hIL4- 
Konzentradonen, dar. Damit ergibt sich als tib^aschendes Gesamtergebnis, dass es 
mithilfe des erfindungsgemassen Kits und dem darauf basierenden Nachweisverfahien 
gelungen ist, in einem auf jeweils einer Sensorplattfonn durchgefiihrten vollstandigen 
Multianalytassay, unter Erstellung von jeweils einer vollstandigen Kalibrationskurve auf 
jeder Plattform, eine Variabilitat der Signale von nur 5 % bis 20 %, selbst beim Vergleich 
unterschiedlicher Sensorplattformen, zu erzielen (Abbildung 5). 
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Patentanspriiche 

1. Kit zum gleichzeitigen qualitativen imd / oder quantitativen Nachweis ein^ Vielzahl 
von Analyten, lunf assend 

- eine Sensoxplattf onn umfassend einen optischen Diinnschichtwellenleiter mit 
einer bei mindestens einer AnregungswellenlSnge transparenten Schicht (a) 

" aitf einer bei mindestens dieser A^ 

Schicht (b) mit niedrigerem Brechungsindex als Schicht (a) nnd niindestens 
einer in der Schicht (a) modulierten Gitterstruktur (c) zur Einkopplung 
besagten Anregungslichts in die Schicht (a), 

- mindestensein Array von in diskretenMessbereichen(d)dire]!rt 

eine Haftvennittlungsschicht auf der Schicht (a) iramobilisierten biologischen 
Oder biochemischen oder synthetischen Erkeimungselementen zur 
spezifischen Erkennung und / oder Bindung besagter Analyten und / oder 
spezifischen Wechselwirkung mit besagten Analyten, 

- Vorkehrungen zur ortsaufgelosten Referenzierung der in den Messbereichen 
verfiigbaren Anregungslichtintensitat sowie gegebenenfalls 

- Vorkehrungen zur Kalibration einer oder mehrerer infolge der Bindung eines 
Oder mehrerer Analyten oder infolge der spezifischen Wechselwirkung mit 
einem oder mehreren Analyten im Nahfeld der Schicht (a) erzeugten 
Lumineszenzen, 

wobei eine auf besagte Analyten zu untersuchende fliissige Probe entweder direkt 
oder nach Mischung mit weiteren Reagentien mit besagten Messbereichen auf 
besagter Sensoiplattforra in Kontakt gebracht wird. 

2- Kit nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass der Brechungsindex der ersten 
optisdi transparenten Schicht (a) grosser als 1.8 ist. 

3. Kit nach einem der Anspriiche 1-2, dadurch gekennzeichnet, dass die erste optisch 
transparente Schicht (a) ein Material aus der Gruppe von TiOa, ZnO, NbaOs, Ta205, 
HfOa, Oder ZrOi, besonders bevorzugt aus Ti02 oder Nb205 oder Ta205, umfasst. 
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4. Kit nach einem der Anspriich 1-3, dadurch gekennzeichnet, dass das Produkt aus der 
Dicke der Schicht (a) und ihrem Brechungsindex ein Zehntel bis ein Ganzes, 
bevorzugt ein Drittel bis zwei Drittel, d^ Anregungswelleniange eines in die Schicht 
(a) einzukoppehiden Anregungslichts betrSgt. 

5. Kit nach einem der Anspriiche 1-4, dadurch gekennzeichnet, dass das Material der 
zweiten optisch transparenten Schicht (b) SiUkate, z. B. Glas oder Quarz, oder einen 
transparenten thermoplastischen oder spritzbaren Kunststoff, beispielsweise aus der 
Gmppe umfasst, die von Polycarbonat, Polyimid, Aciylat, insbesondere 
Polymethylmethaciylat, oder Polystyrol gebildet wird. 

6. Kit nach einem der Anspriiche 1-5, dadurch gekennzeichnet, dass in der Schicht (a) 
modulierte Gitterstrukturen (c) eine Periode von 200 nm - 1000 mn aufweisen und 
ihre Modulationstiefe 3 bis 100 mn, bevorzugt 10 bis 50 mn betragt. 

7. Kit nach einem der Anspriiche 1-6, dadurch gekennzeichnet, dass das YerhSltnis von 
Modulationstiefe zur Dicke der ersten optisch transparenten Schicht (a) gleich oder 
Meiner als 0,4 ist. 

8. Kit nach einem der Anspriiche 1-7, dadurch gekennzeichnet, dass die Gitterstniktur 
(c) ein Reliefgitter mit beliebigem Profil, beispielsweise mit Rechteck-, Dreieck- oder 
halbkreisfBrmigem Profil, oder ein Phasen- oder Volumengitter mit eina: 
periodischen Modulation des Brechungsindex in der im wesentlichen planaren 
optisch transparenten Schicht (a) ist. 

9. Kit nach einem der Anspriiche 1-8, dadurch gekennzeichnet, dass die Gitterstruktur 
(c) ein diffraktives Gitter mit einer einheitUchen Periode oder ein multidiffraktives 
Gitterist 
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10. Kit nach einem der Anspriiche 1-9, dadurch gekennzeichnet, dass die Gitterstruktur 
(c) eine sexJcrecht oder parallel zur Ausbieitungsrichtung des in die optisch 
transparente Schicht (a) eingekoppelten Anregimgslichts r^iunlich variierende 
Periodiziat aufweist 

1 1. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 10, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Sensorptattform gleichfbrmi^T unmodulierte Bereiche der Schicht (a) umf asst; 
welche vorzugsweise in Ausbreitungsrichtung des fiber eine Gitterstruktur (c) 
eingekoppelten und in der Schicht (a) gefuhrten Anregungslichts angeordnet sind. 

12. Kit nach einem der Anspriiche 1-11, dadurch gekennzeichnet, dass Gitterstrukturen 
(c) der Einkopplung von Anregungslicht zu den Messbereichen (d) und / oder der 
Auskopplung von in die Schicht (a) riickgekoppeltem Lumineszenzlicht dienen. 

13. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 12, dadurch gekennzeichnet, das die 
Sensorplattform eine Vielzahl von Gitterstrukturen (c) gleicher oder unterschiedlicher 
Periode mit optional daran anschliessenden gleichformigen, uimiodulierten Bereichen 
der Schicht (a) auf einem gemeinsamen, durchgehenden Substrat umfasst. 

14. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 13, dadurch gekeimzeichnet, dass jedem in 
Ausbreitungsrichtung des eingekoppelten Anregungslichts nachfolgenden Array von 
Messbereichen eine flir dieses Array spezifische Gitterstruktur (c) zur Auskopplung 
dieses Anregungslichts zugeordnet ist, wobei senkrecht zur Ausbreitungsrichtung des 
eingekoppelten Anregungslichts die Gitterstrukturen spezifisch fur einzetae Arrays 
ausgebildet sein konnen oder sich auch fiber die ganze Sensorplattform in dies^ 
Richtung erstrecken konnen. 

15. Kit nach Anspruch 14, dadurch gennzeichnet, dass das Einkoppelgitter eines in 
Ausbreitungsrichtung eines in der Schicht (a) einer Sensorplattfonn geflihrten 
Anregungslichts nachfolgenden Arrays als Auskoppelgitter flir das am 
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EiBkoppelgitter des in besagter Ausbreitungsrichtung vorangehenden Arrays 
eingpkoppelte Anregungslicht dient 

16. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 15, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Sensoiplattform eine Uberlagerung von 2 oder mehreren Gitterstrukturen 
unterschiedlicher Periodizitfit mit zueinander paralleler oder nicht paralleler, 
vorzugsweise nicht paralleler Ausrichtung der Gitfcerlinien umfasst, welcheder 
Einkopplung von Anregungslicht unterschiedlicher WeUenlange dient, wobei \m 
Falle von 2 iiberlagerten Gitterstrukturen deren Gitterlinien vorzugsweise senkrecht 
zueinander ausgodchtet sind. 

17. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 16, dadurch gekennzeichnet, dass eine 
Gitterstruktur (c) oder eine Uberlagerung mehrerer Gitterstrukturen in der Schicht (a) 
im wesentlichen tiber die gesamte Fiache der Sensorplattform moduliert ist. 

18. Kit nach einem der Anspriiche 1 -17, dadurch gekennzeichnet, dass auf der 
Sensorplattform optisch oder mechanisch erkennbare Markierungen zur Erleichterung 
der Justierung in einem optischen System und / oder zur Verbindung mit 
Probenbehaitnissen als Teil eines analytischen Systems aufgebracht sind. 

19. Kit nach einem der Anspriiche 1 -18, dadurch gekermzeichnet, dass sich zwischen den 
optisch transparenten Schichten (a) und (b) und in Kontakt mit Schicht (a) eine 
weilere optisch transparente Schicht (b') mit niedrigerem Brechungsindex als dem der 
Schicht (a) und einer Starke von 5 nm - 10 000 nm, vorzugsweise von 10 nm - 1000 
nm, befindet 

20. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 19, dadurch gekennzeichnet, dass zur 
Immobilisierung der biologischen od^ biochemischen oder synthetischen 
Erkennungselemente in den diskreten Messbereichen auf der optisch transparenten 
Schicht (a) eine Haftvermittiungsschicht (f) mit einer StSrke von vorzugsweise 
weniger als 200 nm, besonders bevorzugt von weniger als 20 nm aufgebracht ist, und 
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dass die Haftvermittlungsschicht (f) vorzugsweise eine chemische Verbindung aus 
den Gruppen umf asst, die Silane, Epoxide, funktionalisierte, geladene oder polare 
Polymeie und "selbstorganisierte passive oder funktionalisierte Mono- oder 
Doppelschichten" umfassen. 

21. Kit nach einem der Ansprilche 1 - 20, dadurch gekennzeichnet, dass raumlich 
getrennte Messbereiche (d) durch raumlich selek^^ 
Oder biochemischen oder synthetischen Erfcennungselementen auf besagter 
Sensorplattform erzeugt werden, vorzugsweise unter Verwendung eines oder 
melirerer Verfahren aus der Gruppe yon Verfahren, die von *Tnk jet spoiling", 
mechanischem Spotting mittels Stift, Feder od^ KapiUare, **micro contact printing", 
fluidischer Kontaktierung der Messbereiche mit den biolo^schen oder biochemischen 
Oder synthetischen Erkennungselementen durch deren Zufiihr in parallelen oder 
gekreuzten Mikrokanalen, rater Einwirkung von Druckunterschieden oder 
elektrischen oder elektromagnetischen Potentialen, sowie photochemischen oder 
photolithographischen Immobihsierungsverfahren gebildet werden. 

22. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 21, dadurch gekennzeichnet, dass als besagte 
biologische oder biochemische oder synthetische Erkennungselemente Komponenten 
aus der Gruppe aufgebracht werden, die von Nukleinsauren (beispielsweise DNA, 
RNA, Oligonukleotiden) und Nukleinsaureanalogen (z. B. PNA), mono- oder 
polyklonalen Antikorpem, Peptiden, Enzymen, Aptameren, synthetischen 
Peptidstrukturen, loslichen, membrangebundenen und aus einerMembran isolierten 
Proteinen, wie beispielsweise Rezeptoren, deren Liganden, Antigenen fur Antikorper, 
•Bistidin-Tag-Komponenten" und deren Komplexbildungspartnem, durch chemische 
Synthese erzeugten Kavitaten zur Aufiiahme molekularer Imprints, etc. gebildet wird, 
oder dass als biologische oder biochemische oder synthetische Erkennungselemente 
ganze Zellen, Zellbestandteile, Zelhnembranen oder deren Rragmente aufgebracht 
werden. 



wo 01/92870 



PCT/EPOl/05995 



62 

23. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 22, dadurch gekeimzeichnet, dass die Dichte der in 
diskreten Messbereichen immobilisierten Erkeimungselemente zum Nachweis 
unteischiedKcher Analyten auf unterschiedlichen Messbereichen so ausgewahlt ist, dass 
die Lumineszenzsignale beim Nachweis verschiedener Analyten in einem gemeinsamen 
Array von gleicher Grossenordnung sind, d.h., dass die zugehSrigen Kalibrationskurven 
fiir die gleichzeitig durchzufiihrenden Analytbestimmungen ohne eine Anderung der 
optoeleldronischen SystemeinsteUungen aufgenommen w 

24. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 23, dadurch gekenzeichnet, dass Arrays von 
Messbreichen aufgeteilt smd in Segmente von ein oder mehrereren Messbereichen zur 
Bestiramung von Analyten und Messbereichen zur Referenzierung, d.h. Bestimmimg 
physikalischer Parameter und / oder chemischer Unterschiede zwischen varschiedenen 
aufgebrachten Proben. 

25. Kit nach einem der Anspriiche 1- 24, dadurch gekennzeichnet, dass ein oder mehrere 
Arrays Segmente von zwei oder mehr Messbereichen mit innerhalb des Segments 
gleichartigen biologischen oder biochemischen oder synthetischen Erkennungselementen 
zur Analytbestimmung oder Referenzierung umfassen. 

26. Kit nach einem der Anspriiche 1-25, dadurch gekennzeichnet, dass ein oder mehrere 
Segmente eines Arrays oder ein oder mehrere Arrays der Bestinunung von Analyten aus 
einer gemeinsamen Gruppe, wie beispielsweise mit immobilisierten Anti-Zytokin- 
AntikSipem zur Bestimmung unterschiedlicher Zytokine, zugeordnet sind. 

27. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 26, dadurch gekennzeichnet, dass ein oder mehrere 
Messbereiche eines Segments oder eines Arrays der Bestimmung desselben Analyten 
zugeordnet sind und deren immobilisierte biologische oder biochemische 
Erkennungselemente unterschiedlich hohe AffinitSten zu besagtem Analyten aufweisen. 

28. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 27, dadurch gekennzeichnet, dass ehi oder mehr^e 
Segmente eines Arrays oder ein oder mehrere Arrays der Bestimmung unterschiedlicher 
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Gnippen von Analyten, wie beispielsweise pharmazeutischer Prfiparate ^Drags'*) zur 
Behandlung ein^ Krankheit iind / oder derer Metaboliten und / oder der 
Nachweissubstanzen fiir diese Kranldieit, wie beispielsweise sogenannter 
**Markerproteiiie", zugeordnet sind. 

29. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 28, dadurch gekennzeichnet, dass zwei oder taehr 
Arrays eine gleichartige geometrische Anordnung von Messbereichen und / oder 
Segmenten von Messbereichen fiir die Bestimmung gleichartiger Analyten auf diesen 
Arrays aufweisen. 

30. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 28, dadurch gekennzeichnet, dass zwei oder mehr 
Arrays eine unterschiedliche geometrische Anordnung von Messbereichen und / oder 
Segmenten von Messbereichen fiir die Bestimmung gleichartiger Analyten auf diesen 
Arrays aufweisen. 

3 1 . Kit nach einem der Anspriiche 1 - 30, dadurch gekennzeichnet, dass fiir den 
Nachweis jedes Analyten oder zur physikaiischen oder chemischen Referenzierung 
jeweils 2 oder mehr identische Messbereiche iimerhalb eines Segments oder Arrays 
vorgesehen smd. 

32. Kit nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, dass besagte identische 
Messbereiche in einer durchgehenden Reihe oder Spalte oder Diagonalen eines Arrays 
oder Segments von Messbereichen angeordnet sind. 

33. Kit nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, dass besagte identische 
Messbereiche statistisch innerhalb eines Arrays oder Segments von Messbereichen 
angeordnet sind. 

34. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 33, dadurch gekennzeichnet, dass Bereiche 
zwischen den rSumlich getrennten Messbereichen zur Minimienmg unspezifischer 
Bindung von Analyten oder deren Nachweissubstanzen '^assiviert werden'', d.h. dass 
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zwischen den rSumlich getrennten Messberdchen (d) gegeniiber dem Analyten 
*'chemisch neuttale'* Verbindungen aufgebracht sind, vorzugsweise beispielsweise 
bestehend aus den Gruppen, diq von Albuminen, insbesondere Rindersenimalbumin 
Oder Humansenimalbumin, Casein, unspezifischen, polyldonalen oder monoldonalen, 
artfremden oder empirisch fiir den oder die nachzweisenden Analyten unspezifischen 
AntikOrpem (insbesond^e filr Immunoassays), Detergentien - wie beispielsweise 
" " Tweeri 20'-,"mcht Mtzu MialysiCTeriden PolynuHeotide^ " 
fragmentierter nattirlicher oder synthetischer DN A, wie beispielsweise ein Extrakt 
von Herings- oder Lachssperma (insbesondere fiir Polynuldeotid- 
Hybridisierungsassays), oder auch ungeladenen, aber hydrophilen Polymeren, wie 
beispielsweise Polyethylenglycole oder Dextrane, gebildet werden, 

35. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 33, dadurch gekenczeichnet, dass die Rinktion der 
Passivierung von Bereichen zwischen den raumlich getrennten Messbereichen zur 
Minimierung unspezifischer Bindung von Analyten oder deren Nachweissubstanzen 
durch die Aufbringung einer Haftvermittlungsschicht nach Anspruch 20 auf der 
Sensorplattform, ohne Aufbringung zusatzBcher Substanzen, erfiillt wird. 

36. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 35, dadurch gekennzeichnet, dass in einer 2- 
dimensionalen Anordnung bis zu 100 000 Messbereiche angeordnet sind und ein 
einzelner Messbereich eine Hache von 0.001 - 6 mm^ einnimmL 

37. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 36, dadurch gekennzeichnet, dass die Oberseite der 
Sensorplattform mit den darauf erzeugten Messbereichen iiber der optisch 
transpaienten Schicht (a) mit einem weiteren Korper derart zusammengebracht ist, 
dass zwischen der Sensorplattform als Grundplatte und besagtem Kdtper dne oder 
mehrere rSumliche Aussparungen zur Erzeugung eines oder mehrerer gegenernander 
fluidisch abgedichteter Probenbehaltnisse erzeugt werden, in denen jewdls ein oder 
mehrere Messbereiche oder Segmente oder Arrays von Messbereichen liegen. 
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38. Kit mit einer Anordmmg von ProbenbehSltnissen gpmass Anspruch 37, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Probenbehaitnisse als gegpneinander fluidisch abgedichtete 
Husszellen mit jeweils mindestens einem Zulauf und mindestens eiaem Ablauf 
ausgebildet sind und gegebenenfalls zusatzlich mindestens ein Ablauf jeder Husszelle 
in ein mit dieser EusszeDe fluidisch verbundenes Reservoir fiihrt, welches aus der 
Husszelle austretende FUissigkeit aufiaimmt 



39. Kit nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, dass das gegebenfalls zusStzlich 
vorhandene Reservoir zur Aufnahme aus der Husszelle austretender Hiissigkeit als 
eine Vertiefung in der Aussenwand des mit der Sensorplattform als Grundplatte 
zusammengebrachten KSipers ausgebildet ist 

40. Kit nach einem der Anspniche 37 - 39, dadurch gekennzeichnet, dass auf der 
Sensorplattform als Grundplatte raumliche Strukturen im Raster des Arrays der zu 
erzeugenden Probenbehaitnisse ausgebildet sind. 

41. Kit nach einem der Anspniche 37 - 40, dadurch gekennzeichnet, dass zur Erzeugung 
der raumlichen Ausspanmgen zwischen der Sensorplattform als Grundplatte und dem 
damit zusammengebrachten Koiper Ausnehmungen in der Sensorplattfomi 
ausgebildet sind. 

42. Kit nach einem der Anspniche 37-41, dadurch gekennzeichnet, dass zur Erzeugung 
der raumlichen Aussparungen zwischen der Sensoiplattform als Grundplatte und dem 
damit zusammengebrachten Korper Ausnehmungen in besagtem Korper ausgebildet 
sind. 

43. Kit nach einem der Anspniche 1-37 oder 40 42, dadurch gekeimzeichnet, dass die 
ProbenbehSltnisse auf der den Messbereichen gegeniiberliegenden Seite des mit der 
Sensorplattform als Grundplatte zusanunengebrachten Korpers offen sind. 
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44. Kit nacb einem dear AnsprUche 37 - 43, dadurch gekennzeichDct, dass die Anordnung 
von Probenbehaltnissen 2 - 2000, vorzugsweise 2 - 400, besonders bevorzugt 2-100 
einze]ne Probenbehaltnisse umfasst 

45. Kit nach einem der Anspriiche 37 - 44, dadurch gekennzeichnet, dass das Raster 
(Aufeinanderfolge in Zeilen und / Oder Spalten) der Probenbehaltnisse dem Raster der 
Wells einer iStkidardniildrotiterplatte e^^ 

46. Kit nach einem der Anspniche 37 - 45, mit einer Anordnung von beispielsweise 2 bis 
8 Probenbehaltnissen in einer Spalte oder beispielsweise 2 bis 12 Probenbehaltnissen 
in einer Zeile, welche ihrerseits mit einem Trager C*Metatrager") mit den 
Abmessungen von Standardmikrotiterplatten derart zusammengefQgt werden, dass 
das Raster (Aufeinanderfolge in Zeilen oder Spalten) der Zulaufe der 
Probenbehaltnisse dem Raster der Wells einer Standardmikrotiterplatte entspricht- 

47. Kit nach einem der Anspriiche 37 - 46, dadurch gekennzeichnet, dass die Anordnung 
von Probenbehaltnissen durch einen zusatzlichen Abschluss, beispielsweise eine 
Folie, Membran oder eine Deckplatte, abgeschlossen wird. 

48. Kit nach einem der Anspriiche 37 - 47, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Innenvolumen jedes Probenbeh31tnisses 0.1 nl - 1000 |il, bevorzugt 1 ^1 20 \x\ 
betragt. 

49. Kit nach einem der Anspriiche 37 - 48, dadurch gekennzeichnet, dass die Tiefe der 
Ausnehmungen zwischen der Sensorplattfonn als Grundplatte und dem damit 
zusammengefiigten Korper 1 - 1000 ^im, bevorzugt 20 - 200 lam befaSgt. 

50. Kit nach emem der Anspriiche 37 - 49, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Grundfiachen der Ausnehmxmgen zwischen der Sensorplattfonn als Grundplatte und 
dem damit zusanunengefiigten Korpers jeweils 0.1 nun^ - 200 nun^, bevorzugt 1 mm^ 
- 100 mm^ betragen, wobei die Gr5sse der Ausnehmungen eines Arrays einheitlich 
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Oder unterschiedlich sein kann und die GrundflSchen eine beliebige, vorzugsweise 
rechteck- oder polygonfiSrmige oder auch andere Geometrie haben. 

51. Kit nach einem der Anspriiche 37 - 50, dadurch gekennzeichnet, dass die Materialien 
des mit der Sensotplattfonn als Grundplatte zusammengebrachten Korpers sowie 
eines optionalen zusatzlichen Abschlusses nach Anspruch 47 ausgewShlt sind aus der 
Gruppe von form-, spritz- oder frasbaren Kunststoffen, Metallen, Silikaten, wie zum 
Beispiel Glas, Quarz oder Keramifcen. 

52. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 51, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Voikehrungen zur ortsanf gelSsten Referenzierung der in den Messbereichen 
verfQgbaren Anregungslichtmtensitgt die gleichzeitige oder sequentielle &stellung 
eines Bildes des von der Sensorplattform abgestrahlten Lichts bei der 
Anregungswellenl^ge umfassen. 

53. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 52, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Vorkehrungen zur ortsaufgelSsten Referenzierung der in den Messbereichen 
verfiigbaren Anregungslichtintensitat die gleichzeitige oder sequentielle Erstellung 
eines Bildes des von der Sensorplattform abgestrahlten Lichts bei der 
Lumineszenzwellenlange umfassen. 

54. IQt nach einem der Anspriiche 1 - 53, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Vorkehrungen zur ortsaufgelosten Referenzierung der in den Messbereichen 
verfQgbaren Anregungslichtintensitat die gleichzeitige oder sequentielle Erstellung 
eines Bildes des von der Sensorplattform abgestrahlten Lichts bei einer anderen 
Anregungswellenlange als zur Anregung einer Lumineszenz umfassen. 

55. Kit nach Anspruch 52 oder Anspruch 54, dadurch gekennzeichnet, dass die Erstellimg 
des Bildes des von der Sensorplattform abgestrahlten Anregungslichts iiber denselben 
optischen Weg wie die Erfassung der von den Messbereichen ausgehenden 
Lumineszenzen eifolgt. 
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36. Kit nach einem der Anspriiche 52 - 55, dadurch gekeimzeichnet, dass die 
OrtsauflOsung des Bildes zur Referenzierung des von der Sensoiplattfonn 
abgestrahlten Anregungslichts auf der Sensorplattform besser als 100 ^m, bevorzugt 
besser als 20 [xm betiSgt. 

~ 57rKit nach e^mem dieT Ansprtlche 1^- 

Vorkehrungen zur ortsaufgelSsten Referenrierung der in den Messbeieichen 
verfiigbaren Anregungslichtintensitat die Bestimmung des Hintergrundsignals bei der 
jeweiligen LumineszenzweDenlange neben oder zwischen den Messbereichen 
umfassen. 

58. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 57, dadurch gekennzeichnet, dass die 
ortsaufgeloste Referenzierung der in den Messbereichen verfiigbaren 
Anregungslichtintensitat niittels 'TLuniineszenzmarker-Spots", d.h, Bestimmung der 
Lumineszenzintensitat aus Messbereichen mit praimmobilisierten (d.h. vor der 
Zugabe einer Probe bereits in diesen Messbereichen auf gebrachten) 
lumineszenzmarkierten Molekulen, erfolgt. 

59. Kit nach Anspruch 58, dadurch gekennzeichnet, dass die 'l.umineszenzmarker- 
Spots" in einem Raster aufgebracht sind, das die ganze Sensorplattform (iberspannt. 

60. Kit nach einem der Anspriiche 58 - 59, dadurch gekennzeichnet, dass die Dichte der 
lumineszenzmarkierten Molekiile innerhalb eines *l^mineszenzmarker-Spots" 
mittels Mischung mit gleichartigen, unmarkierten MolekUlen bei der Inunobilisienmg 
so ausgewShlt ist, dass die Lumineszenzintensitat aus den Bereichen der 
Lumineszenzmarkerspots von Shnlicher GrSssenordnung wie die 
Lumineszenzintensitat der au^ den fOr einen Analytnachweis vorgesehenen 
Messbereiche ist. 
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61 . Kit nach einem der Anspriiche 58 - 60, dadurch gekeimzeichnt, dass die Dichte und 
Konzentration der lumineszenzmarkierten Molekiile innerhalb der 
"Lumineszenzmarker-Spots" innerhalb eines Arrays, bevorzugt auf der gesamtem 
Sensorplattform, einheitlich sind. 

62. Kit nach einem der Anspriiche 58 - 61 , dadurch gekennzeichnet, dass der Abstand 
uhd / Oder die Gf6sse~verscMedener **I^^ 

auf die erwUnschte Ortsauflosung bei der Bestimmung der Lumineszenzintensit&ten 
aus den diskreten Messbereichen. 

63. Kit nach einem der Anspruche 58 - 62, dadurch gekennzeictinet, dass jedes Array auf 
der Sensorplattform mindestens einen *lAraiines2enzmarker-Spot" umfasst 

64. Kit nach einem der Anspruche 58 - 63, dadurch gekennzeichnet, dass es zu jedem 
Segment von Messbereichen zur Bestimmung eines Analyten mindestens einen 
benachbarten '*Lumineszenzmarker-Spot" gibt. 

65. Kit nach einem der Anspruche 58 - 64, dadurch gekennzeichnet, dass jedes Array 
eine durchgehende Reihe und / oder Spalte von '*Lumineszenzmarker-Spots'* parallel 
und / Oder senkrecht zur Ausbreitungsrichtung des eingekoppelten Anregungslichts, 
zur Bestimmung der zweidimensionalen Verteilung des eingekoppelten 
Anregungslichts im Bereich besagten Arrays, umfasst. 

66. Kit nach einem der Anspruche 1 - 65, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Vorkehrungen zur ortsaufgelosten Referenzierung der in den Messbereichen 
verfiigbaren Anregungslichtintensi&t eine Durchschnittsbildung fiber mebrere 
ortsaufgel5ste Referenzsignale umfassen. 

67. Kit nach einem der Anspriiche 1 - 66, dadurch gekennzeichnet, dass besagte 
Vorkehrungen zur Kalibration von uifolge der Bindung eines oder mehrerer Analyten 
Oder infolge der spezifischen Wechselwirkung mit einem oder mebreren Analyten im 
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Nahfeld der Schicht (a) erzeugten Lumineszenzen die Zugabe von 
Kalibrationsldsungen mit bekannten Konzentrationen der nachzuweisenden Analyten 
auf eine vorbestimmte Anzahl von Arrays umfassen. 

68. Kit nach Anspruch 67, dadurch gekennzeichnet, dass 8-12 Arrays einer 
Sensorplattfonn fiir Kalibrationszwecke vorgesehen sind. 

69. Kit nach einem der Ansprtiche 1 - 68, dadurch gekennzeichnet, dass in einem oder 
mehreren Arrays jeweils mehrere Messbereiche mit dort in einer unterschiedlichen, 
kontrollierten Dichte immobilisierten biologischen oder biochemischen oder 
synthetischen Erkennungselementen zum Nachweis eines fur diese Messbereiche 
gemeinsamen Analyten vorgesehen sind. 

70. Kit nach Anspruch 69, dadurch gekennzeichnet, dass bei bekannter 
Konzentrationsabhangigkeit der Bindungssignale zwischen einem Analyten und 
seinen biologischen oder biochemischen oder synthtischen Erkennungselementen und 
einer ausreichend grossen '^Variation*' dieser in unterschiedlicher kontroUierter Dichte 
in verschiedenen Messbereichen eines Arrays immobilisierten Erkennungselemente 
bereits mittels Zugabe einer einzigen Kalibrationslosxmg zu diesem Array eine 
Kalibrationskurve fur diesen Analyten erstellt werden kann. 

71. Kit nach einem der Anspriiche 1 ~ 70, dadurch gekennzeichnet, dass ein oder mehrere 
Arrays ein oder mehrere Messbereiche umfassen, welche dem Nachweis eines zu 
Kalibrationszwecken einer Probe hinzugefiigten Analyten mit bekannter 
Konzentration dienen. 

72. Analytisches System mit einem Kit nach einem der Anspriiche 1-71, dadurch 
gekennzeichnet, dass es zusatzlich mindestens einen Detektor zur Erf assung einer 
Oder mehrerer Lumineszenzen von der Gitter-Wellenleiter-Struktur umfasst. 

73. Analytisches System zur Bestunmung einer oder mehieier Lumineszenzen, mit 
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- mindestens einer Anregungslichtquelle 

- einem Kit nach einem der Anspruche 1-71 

- mindestens einem Detektor zur Erfassung des von einem oder mehreien 
Messbereichen (d) auf der Sensoiplattfonn ausgehenden lichts. 

74. Analytisches System nach Anspruch 73, dadurch gekennzeichnet, 

dass das Araregungslicht in einer Aufticht- Oder Transmissionslichtanordnung 
Messbereichen eingestrahlt wird. 

75. Analytisches System nach Anspruch 73 oder Anspruch 74, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Detektion des Lumineszenzlichts derart erfolgt, dass das von einer 
Gitterstruktur (c) oder (c') ausgekoppelte Lumineszenzlicht vom Detektor mit erfasst 
wird. 

76. Analytisches System nach einem der Anspruche 72 - 75, dadurch gekennzeichnet, 
dass das von der mindestens einen Anregungslichtquelle ausgesandte Anregungslicht 
im wesentlichen parallel ist und unter dem Resonanzwinkel zur Einkopplung in die 
optisch transparente Schicht (a) auf eine in der Schicht (a) modulierte Gitterstruktur 
(c) eingestrahlt wird. 

77. Analytisches System nach einem der Anspruche 73 - 76, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Anregungslicht von mindestens einer Lichtquelle mit einer 
Aufweitungsoptik zu einem im wesentlichen parallelen Strahlenbiindel aufgeweitet 
wird und unter dem Resonanzwinkel zur Einkopplung in die optisch transparente 
Schicht (a) auf eine grossflSchige in der Schicht (a) modulierte Gitterstruktur (c) 
eingestrahlt wird. 

78. Verfahren zum gleichzeitigen qualitativen und / od^ quantitativen Nachweis einer 
Vielzahl von Analyten mit einem Kit nach einem der AnsprQche 1-71 und / oder 
unter Verwendung eines analytischen Systems nach emem der Ansprttche 72 - 77, 
dadurch gekennzeichnet, dass eine oder mehrere auf besagte Analyten zu 
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untersuchende fltissige Proben mit den Messberedchen auf einer Sftasoiplattform als 
Teil besagten Kits in Kontakt gebracht werden, in ortsaufgel6ster Weise die in 
besagten Messbereichen verfiigbaie Anregungslichtintensitat referenziert wird imd 
gegebenenfalls eine odec mehrere im Nahfeld der Schicht (a) erzeugte 
Lumineszenzen aus den mit besagter Probe Oder besagten Proben in Kontakt 
gebrachten Messbereidien, als Folge der Bindung eines oder mehrerer Analyten an 
die in besagten Messbereichen immobilisierten biologischen oder biochemischen oder 
synthetischen Erkennungselemente oder der Wechselwirkung zwischen besagten 
Analyten und besagten immobilisierten Erkennungselementen, kalibtiert werden. 

79. Verfahren nach Anspruch 78, dadurch gekennzeichnet, dass das Anregungslicht zu 
den Messbereichen liber die Gitterstruktur (c) in die optisch transparente Schicht (a) 
eingekoppelt wild. 

80. Verfahren nach einem der Anspriiche 78 - 79, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Sensorplattform gleicliformige, immodulierte Bereiche der Schicht (a) umfasst, 
welche vorzugsweise in Ausbreitungsrichtung des uber eine Gitterstruktur (c) 
eingekoppelten und in der Schicht (a) gefiihrten Anregungslichts angeordnet sind. 

81. Verfahren nach einem der Anspriiche 78 - 80, dadurch gekennzeichnet, dass (1) die 
isotrop abgestrahlte Lumineszenz oder (2) in die optisch transparente Schicht (a) 
eingekoppelte und iiber Gitterstrukturen (c) ausgekoppelte Lmnineszenz oder 
Lumineszenzen beider Anteile (1) und (2) gleichzeitig gemessen werden. 

82. Verfahren nach einem der Anspriiche 78-81, dadurch gekennzeichnet, dass zur 
Erzeugung der Lumineszenz ein Lumineszenzfarbstoff oder lumineszentes 
Nanopartikel als Lumineszenzlabel verwendet wird, das bei einer Wellenlange 
zwischen 300 irai und 1100 nm angeregt werden kaim und emittiert 

83. Verfahren nach Anspruch 82, dadurch gekennzeichnet, dass das Lumineszenzlabel an 
den Analyten oder in einem kompetitiven Assay an einen Analogen des Analyten 
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Oder in einem mehrstufigen Assay an einen der Bindungspartner der hnmobilisierten 
biologischen oder biochemischen oder synthetischen Earkennungselementen oder an 
die biologischen oder biochemischen oder synthetischen Erkennungselemente 
gebundenist. 

84. Verfahren nach einem der Anspriiche 82 - 83, dadurch gekennzeichnet, dass ein 
zweitesodernoch weitereLinm " 
Ajoregungswellenlange wie das erste Lumineszenzlabel und gleicher oder 
unterschiedlicher Emissionswellenlange verwendet werden 

85. Verfahren nach Anspruch 84, dadurch gekennzeichnet, dass das zweite oder noch 
weitere Lumineszenzlabel bei der gleichen Wellenlange wie der erste 
Lumineszenzf arbstoff angeregt werden konnen, aber bei anderen Wellenlangen 
emittieren. 

86. Verfahren nach Anspruche 84, dadurch gekennzeichnet, dass die Anregungsspektren 
und Emissionsspektren der eingesetzten Lumineszenzfarbstoffe nur wenig oder gar 
nicht uberlappen. 

87. Verfahren nach euiem der Anspniche 84 - 85, dadurch gekennzeichnet, dass zum 
Nachweis des Analyten Ladungs- oder optischer Energietransfer von einem als Donor 
dienenden ersten Lumineszenzf arbstoff zu einem als Akzeptor dienenden zweiten 
Lumineszenzf arbstoff verwendet wurd. 

88. Verfahren nach einem der Anspriiche 78 - 87, dadurch gekennzeichnet, dass die 
einen oder mehreren Lumineszenzen und / oder Bestimmungen von Lichtsignalen bei 
der Anregungswellenlange polarisationsselektiv vorgenommen werden, wobei 
voizugsweise die einen oder mehreren Lumineszenzen bei einer anderen Polarisation 
als der des Anregungslichts gemessen werden. 
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89. Verfahren nach einem der Anspriiche 78 - 88, dadurch gekennzeichnet, dass neben 
der Bestiininung einer oder mehrerer Lumineszenzen Anderungen des effektiven 
Brechungsindex auf den Messbereichen besdmrnt werden. 

90. Verfahren nach einem der Anspriiche 78 - 89, dadnrch gekennzeichnet, dass die 
Dichte der in diskreten Messbereichen immobilisierten Erkennungselemente zum 
Nachiweis unterscMedUcher Analyteri auf imterscMe 

ausgewahlt ist, dass die Lumineszenzsignale beim Nachweis verschiedener Analyten 
in einem gemeinsamen Array von gleicher GrSssenordnung sind, d.h., dass die 
zugehorigen Kalibrationskurven fiir die gleichzeitig durchzufuhnenden 
Analytbestimmungen ohne eine Anderung der optoelektronischen 
Systemeinstellungen aufgenommen werden konnen. 

91. Verfahren nach einem der Anspriiche 78 - 90, dadurch gekenzeichnet, dass Arrays 
von Messbreichen aufgeteilt sind in Segmente von ein oder mehrereren 
Messbereichen zur Bestimmung von Analyten und Messbereichen zur 
Referenzierung, d.h. Bestimmung physikalischer Parameter und / oder chemischer 
Unterschiede zwischen verschiedenen aufgebrachten Proben. 

92. Verfahren nach einem der Anspriiche 78-91, dadurch gekennzeichnet, dass ein oder 
mehrere Arrays Segmente von zwei oder mehr Messbereichen mit inneriialb des 
Segments gleichartigen biologischen oder biochemischen oder synthetischen 
Erkennungselementen zur Analytbestimmung oder Referenzierung umf assen. 

93. Verfahren nach einem der Anspriiche 78 - 92, dadurch gekennzeichnet, dass ein oder 
mehrere Messbereiche eines Segments oder eines Arrays der Bestimmung desselben 
Analyten zugeordnet sind und deren immobilisierte biologische oder biochemische 
Erkennungselemente unterschiedlich hohe Affinitaten zu besagtem Analyten 
aufWeisen. 
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94. Verfahren nach einem der Anspruche 78 - 93, dadurch ^keimzeichnet, dass auf 
einem oder mebreren Segmenten eines Arrays oder einem oder mebreren Arrays 
gleichzeitig verschiedene Analyten aus einer gemeinsamen Grappe, wie 
beispielsweise unterschiedliche Zytokine durch ihre Bindung an unterschiedliche 
immobilisierte Anti-Zytokin-Antikbrper, bestimmt werden. 

95. Verfahren nach einem der Anspriiche 78 - 94, dadnrch gekennzeichnet, dass auf 
einem oder mebreren Segmenten eines Arrays oder einem oder mehieren Arrays 
gleichzeitig verschiedene Analyten aus unterschiedlichen Gruppen, wie 
beispielsweise pharmazeutische PrSparate (*T)rugs") zur Behandlung einer Rrankheit 
und / Oder d^n Metaboliten und / oder die Nachweissubstanzen fiir diese Krankheit, 

^ wie beispielsweise sogenannte **Markexproteine", bestimmt werden. 

96. Verfahren nach einem der Anspruche 78-95, dadurch gekennzeichnet, dass fiir den 
Nachweis jedes Analyten oder zur physikalischen oder chemischen Referenzierung 2 
oder mehr identische Messbereiche innerhalb eines Segements oder Arrays 
vorgesehen sind. 

97. Verfahren nach Anspruch 96, dadurch gekennzeichnet, dass besagte identische 
Messbereiche in einer durchgehenden Reihe oder Spalte oder Diagonalen eines 
Arrays oder Segments von Messbereichen angeordnet sind. 

98. Verfahren nach Anspruch 96, dadurch gekennzeichnet, dass besagte identische 
Messbereiche statistisch iimerhalb eines Arrays oder Segments von Messbereichen 
angeordnet sind. 

99. Verfahren nach einem der Anspriiche 78 - 98, dadurch gekennzeichnet, dass die 
ortsaufgelSste Referenzierung der in den Messbereichen verfiigbaren 
Anregungslichtintensitat die gleichzeitige oder sequentielle Erstellung eines Bildes 
des von der Sensoiplattform abgestrahlten Lichts bei der Anregungswellenlange 
umfasst. 



wo 01/92870 



PCT/EPOl/05995 



76 

100. Verfahren nach einem der Anspruche 78 - 99, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Vorkehrungqn zur ortsaufgolQsten Refarenziemng der in den Messbereichen 
verfiigbaren Anregungslichtintensitat die gleichzeitige oder sequentielle Erstellung 
eines Bildes des von der Sensorplattfonn abgestrahlten Lichts bei einer anderen 
Anregungswellenlange als zur Anregung einer Lumineszenz umfassen. 

101. Verfahren nach Anspruch 100, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Anregungswellenlange flir die ortsaufgeloste Referenzierung so ausgewahlt wird, 
dass im Laufe des Verfahrens zum Nachweis eines oder mehrerer Analyten oder zu 
Zwecken der Referenzierung oder Kalibration eingesetzte lumineszenzfahige 
Molekule bei besagter WeHenlange keine oder nur eine in5glichst geringe Absorption 
aufweisen. 

102. Verfahren nach einem der Anspruche 99 - 101, dadurch gekennzeichnet, dass die 
ErsteUung des Bildes des von da: Sensorplattfonn abgestrahlten Anregungslichts 
iiber denselben optischen Weg wie die Erfassung der von den Messbereichen 
ausgehenden Lumineszenzen erfolgt 

103. Verfahren nach einem der Anspruche 78 - 102, dadurch gekennzeichnet, dass die 
ortsaufgeloste Referenzierung der in den Messbereichen verfiigbaren 
Anregungslichtintensitat die gleichzeitige oder sequentielle Erstellung eines Bildes 
des von der Sensorplattfonn abgestrahlten lichts bei der Lmnineszenzwellenlange 
umfasst. 

104. Verfahren nach einem der Anspruche 78 - 103, dadurch gekennzeichnt, dass die 
OrtsauflSsung des Bildes des von der Sensoplattform abgestrahlten Anregungslichts 
auf der Sensoiplattfomi besser als 100 ^m, bevorzugt besser als 20 |im betrSgt. 



lOS.Verfahren nach einem der AnsprCiche 78 - 104, dadurch gekennzeichnet, dass die 
ortsaufgelSste Referenzierung der in den Messbereichen verfiigbaren 
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ADiegungslichtintensitllt mittels *lJmuneszenzmarker-*Spots", d.h. Bestimmung der 
Lutnineszenzintensitat aus Messbereichen mit praimmobilisierten (d.h. vor der 
Zugabe einer Probe bereits in diesen Messbereichen aufgebrachten) 
lumineszenzmarkierten MolekiUen, erfolgt. 

106.Verfahren nach Anspruch 105, dadurch gekennzeichnet, dass die 

' 'TximineszenzmarkerrSpots" in eineiri Raster aufgebracht sind, das die ganze 
Sensorplattform uberspannt. 

lOT.Verfahren nach einem der Anspriiche 105 - 106, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Dichte der liunineszenzmarkierten Molekiile mittels Mischung mit gleichartigen, 
unmarkierten Molekiilen bei der Immobilisierung so ausgewahlt ist, dass die 
Lumineszenzintensitat aus den Bereichen der '*Lumineszenzmarkerspots" von 
ahnlicher Grossenordnung wie die Lumineszenzintensitat der aus den fur einen 
Analytnachweis vorgesehenen Messbereiche ist. 

lOS.Verfahren nach einem der Anspriiche 105 - 107, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Dichte und Konzentration der lumineszenzmarkierten Molekiile innerhalb der 
"Lumineszenzmarker-Spots" innerhalb eines Arrays, bevorzugt auf der gesamten 
Sensorplattform, einheitlich sind. 

^109.Verfahren nach einem der Anspriiche 105 - 108, dadurch gekennzeichnet, dass eine 
Verminderung der Signale aus den "Lumineszenzmarker-Spots", beispielsweise 
infolge •Thotobleachings" bei Justierungen des optischen Systems, mininaiert wird. 

1 10. Verfahren nach einem der Ansprflche 78 - 109, dadurch gekennzeichnet, dass die 
ortsaufgel5ste Referenzierung der in den Messbereichen verfagbaien 
AnregungslichtintensitSt eine DurchschnittsbUdung fiber mehrere ortsaufgel5ste 
Referenzsignale umf asst 
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1 1 l.Verfahren nach einem der Anspriiche 78-1 10, dadurch gekennzeichnet, dass die 
eine oder mehreren Proben xnit einer Mischung aus den verschiedenen 
Nachweisreagentien zur Bestimmung der in besagten Proben nachzuweisenden 
Analyten vorinkubiert werden und diese Mischungen dann in einem einzigen 
Zugabeschritt den dafiir vorgpsehenen Arrays auf der Sensorplattform zugeflihrt 
werden. 

112. Verfahren nach einem der Anspriiche 78 - 1 1 1, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Konzentration der Nachweisreagentien, wie beispielsweise sekundarer 
Nachweisantikorper und / oder Lumineszenzlabel und optional zusatzlicher 
lumineszenzmarkierter Nachweisreagentien in einem Sandwich-Immunoassay, so 
ausgewahlt ist, dass die Lumineszenzsignale beim Nachweis verschiedener Analyten 
in einem gemeinsamen Array von gleicher Grossenordnung sind, d.h., dass die 
zugehorigen Kalibrationskurven fiir die gjeichzeitig durchzufuhrenden 
Analytbestimmungen ohne eine Anderung der optoelektronischen 
Systemeinstellungen aufgenommen werden konnen. 

113. Verfahren nach einem der Anspriiche 78 - 112, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Kalibration von infolge der Bindung eines oder mehrerer Analyten oder infolge der 
spezifischen Wechselwirkung mit einem oder mehreren Analyten im Nahfeld der 
Schicht (a) erzeugten Lumineszenzen die Zugabe von einer oder mehreren 
Kalibrationslosungen mit bekannten Konzentrationen besagter zu bestimmender 
Analyten auf die gleichen oder andene Messbereiche oder Segmente von 
Messbereichen oder Arrays von Messbereichen auf einer Sensorplattform umfasst, 
denen im gleichen oder einem separaten Zugabeschritt die eine oder die mehreren zu 
untersuchenden Proben zugeflihrt werden. 

1 14. Verfahren nach einem der Anspriiche 78-1 13, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Kalibration von infolge der Bindung eines oder mehnerer Analyten oder infolge 
spezifischen Wechselwirkung mit einem oder mehreren Analyten im Nahfeld der 
Schicht (a) erzeugten Lumineszenzen die Zugabe eines gegebenfalls zus&tzlichen 
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Analyten bekaimter Konzentration zu einer oder mehreren zu luitersuchenden Proben 
zum Nachweis auf einem oder mehieren hierfiir ausgewiesenen Messbereichen der 
Sensoiplattform umfasst 

115. Verfahren nach einem der Anspriiche 78 - 114, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Kalibration von infolge der Bindung eines oder mehrerer Analyten oder infolge der 
speafischen Wechselwirkung mit einein oder mehreren Analyten im Nahfeld der 
Schicht (a) erzeugten Lumineszenzen den Vergleich der Lumineszenzintensitaten 
nach Zngabe einer unbekannten und einer Kontroll-Probe, wie beispielsweise einer 
"wild type"-DNA-Probe und einer "mutant DNA"-Probe, umfasst. 

116. Verfahren nach Anspruch 115, dadurch gekennzeichnet, dass die Zugabe der 
unbekannten Probe und der Kontrollprobe zu unterschiedlichen Arrays erfolgt 

in.Verfahren nach Anspruch 115, dadurch gekennzeichnet, dass die Zugabe der 

unbekaimten Probe und der Kontrollprobe sequentiell zu dem gleichen Array erfolgt. 

llS.Verfahren nach Anspruch 115, dadurch gekennzeichnet, dass die unbekannte Probe 
und die Kontrollprobe gemischt werden und dann die Mischung einem oder 
mehreren Arrays einer Sensorplattform zugefiihrt wird. 

1 19. Verfahren nach einem der Anspriiche 115-118, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Detektion der in der unbekannten und der Kontrollprobe nachzuweisenden Analyten 
mittels Lumineszenzlabels von unterschiedlicher Anregungs- und / oder 
LumineszenzweUeniange fUr die unbekannte und die KdntroUprobe erfolgt. 

120. Verfahren nach einem der Anspriiche 78 - 119, dadurch gekennzeichnet, dass zur 
Bestimmung von Analyten aus verschiedenen Gruppen der Nachweis unter 
Verwendung von zwei oder mebr Lumineszenzlabeln mit unterschiedlichen 
Anregungs- und / oder LumineszenzwellenlSngen erfolgt. 
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121. Verfahren nach einem der Anspriiche 78-1 19, dadurch g^kennzeichnet, dass, 
beispielsweise zur Bestimmung der Kreuzreaktivitat zwischen verschiedenen 
AnalyteB aus einer gemeinsamen Grappe, wie beispielsweise der Zytokine, und ihren 
ErkenniiBgselementen, wie beispielsweise Anti-Zytokin-Antikorpem, der Nachweis 
unter Verwendung von zwei oder mehr Lumineszenzlabeln mit unterschiedlichen 
Anregungs- und / oder LuinineszenzwellenlSngen erfolgt. 

122. Verfahren nach einem der Anspriiche 78 - 121, dadurch gefcennzeichnet, dass in 
einem oder mehreren Arrays jeweils mehrere Messbereiche mit dort in einer 
unterschiedlichen, kontrollierten Dichte immobilisierten biologischen oder 
biochemischen oder synthetischen Erkennungselementen zum Nachweis eines fiir 
diese Messbereiche gemeinsamen Analyten vorgesehen sind. 

123. Verfahren nach Anspruch 122, dadurch gekennzeichnet, dass bei bekannter 
Konzentrationsabhangigkeit der Bindungssignale zwischen einem Analyten und 
seinen biologischen oder biochemischen oder synthtischen Erkennungselementen 
und einer ausreichend grossen "Variation" dieser in unterschiedlicher, kontrollierter 
Dichte in verschiedenen Messbereichen eines Arrays immobiUsierten 
Erkeimungselemente bereits mittels Zugabe einer einzigen Kalibrationslosung zu 
diesem Array eine Kalibrationskurve fur diesen Analyten ersteUt werden kann. 

124. Verfahren nach einem der Anspriiche 78 - 123, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Kalibration von infolge der Bindung eines oder mehrerer Analyten oder infolge der 
spezifischen Wechselwirkung mit einem oder mehreren Analyten im Nahfeld der 
Schicht (a) erzeugten Lumineszenzen die Bestimmung der Lumineszenzintensitat 
aufgrund der Anwesenheit eines oder mehrerer in einer Serie von Proben in im 
wesentlichen konstanter Konzentration vorhandenen Analyten umfasst 



125.Verfahren nach emem der Anspriiche 78 - 124 zur gjeichzeitigen oder sequentiellen, 
quantitativen oder qualitativen Bestimmung eines oder mehrere Analyten aus der 
Gruppe von AntikSrpeni oder Antigenen, Rezeptoren oder liganden, Chelatoren 
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Oder '*Histidin-tag-Komponenten", Oligonukleotiden, DNA- oder RNA-^trSngpn, 
DNA- Oder RNA-Analoga, Enzymen, Enymcofaktoren oder Inhibitoren, Lekdnen 
und Kohlehydraten. 

126. Verfahren nach einem der AnsprQche 78 - 125, dadurch gekennzeichnet, dass die zu 
untersuchenden Proben natiirlich vorkommende KOrperfliissigkeiten wie Blut, 
Serum; Plasma, Lymphe oder Ufin oder Eigelb oder optisch triibe Hiissigkeiten oder - ^ 
Gewebefltissigkeiten od&c OberflSchenwasser oder Boden- oder Pflanzenextrakte 
oder Bio- oder Synthes^rozessbriihen sind oder aus biologischen Gewebeteilen oder 
axis Zellkulturen oder --extrakten entndmmen sind. 

127. Verwendung eines Kits nach einem der Anspriiche 1-71 und / oder eines 
analytischen Systenas nach einem der Anspruche 72 ~ 77 und / oder eines Verfahrens 
nach einem der Anspruche 78 - 126 zu quantitativen oder qualitativen Analysen zur 
Bestimmung chemischer, biochemischer oder biologischer Analyten in 
Screeningverfahren in der Pharmaforschung, der Kombinatorischen Chemie, der 
Klinischen und Praklinischen Entwicklung, zu Echtzeitbindungsstudien und zur 
Bestimmung kinetischer Parameter im Affinitatsscreening und in der Forschung, zu 
qualitativen und quantitativen Analytbestimmungen, insbesondere fiir die DNA- und 
RNA-Analytik, fur die Erstellung von Toxizitatsstudien sowie fiir die Bestimmung 
von Gen- oder Protein-Expressionsprofilen sowie zum Nachweis von Antikorpem, 
Antigenen, Pathogenen oder Bakterien in der pharmazeutischen Protduktentwicklung 
und -forschung, der Human- und Veterinardiagnostik, der Agrochemischen 
Produktentwicklung und -forschung, der symptomatischen und prasymptomatischen 
Pflanzendiagnostik, zur Patientenstratifikation in der pharmazeutischen 
Produktentwicklung und fiir die therapeutische Medikamentenauswahl, zum 
Nachweis von Pathogenen, Schadstoffen und Erregem, insbesondere von 
Salmonellen, Prionen, Viren und Bakterien, in der Lebensmittel- und 
Umweltanalytik. 
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